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Q ABRÉGÉ
L’arthrite est la principale cause d’invalidité de longue durée au Canada. Elle
affecte ptcts de 5 millions de Canadiens. La forme la plus répandue de l’arthrite est
l’arthrose (OA), qui affecte à elle seule une personne sur dix, soit 3 millions de
Canadiens. L’arthrose est caractérisée par une dégradation du cartilage et dci
remodelage de l’os sous-chondral ainsi qu’une inflammation de la membrane
synoviale. L’ensemble de ces modifications structurelles et fonctionnelles résulte en
une perte importante de la mobilité.
La prostaglandine (PG) E2 (PGE2) est la principale PG prodcnte au niveau
articulaire et des niveaux élevés ont été détectés dans le sérum et le liquide synovial
de patients souffrant d’arthrose. De nombreuses études effectctées in vitro et in vivo
ont démontré que la PGE2 est responsable de la douleur, de l’enflure et de la
destruction des tissus articulaires. La production de la PGE2 petit être induite par des
cytokines pro-inflammatoires, notamment J’ interleukine- i f3 (IL-1 f3).
Les PGE2 synthases (PGES) catalysent l’étape terminale impliquée dans la
biosynthèse de la PGE2. Des travaux in vitro et in vivo ont montré que la PGES
membranaire-1 (mPGES-1), dont l’activité est couplée à la cyclo-oxygénase-2
(COX-2). est responsable de la productio;i indctite de la PGE2.
Les récepteurs des activaleurs de proliférateur de péroxysome y (PPARy), tin
factecir de transcription activé par les ligands, a été démontré pouvant régciler tin
nombre de gènes inflammatoires dans plusieurs types cellulaires.
j V
Nous pensons qct’une inhibition de l’activité et/ou de l’expression de la
mPGES-1 permettrait d’inhiber sélectivement la production de la PGE2 et
constitcierait une stratégie plus efficace que les anti-inflammatoires nonstéroïdiens
tAINS) dans le traitement de l’OA. Il est donc nécessaire de mieux comprendre les
mécanismes qui régulent l’expression de la mPGES-l. De plus, il est bien établi que
l’OA possède une composante génétique dans sa susceptibilité. Nous croyons qct’il
existe une association entre deux polymorphismes dci gène de PPARy et la
susceptibilité et/ou la sévérité de l’OA.
Dans un premier temps, nous avons étudié les effets des ligands de PPARy sur
la régulation de l’expression de la mPGES-1 dans les synoviocytes humains. Nos
travaux ont montré que l’IL-1f3 induit l’expression de la mPGES-1 dans les
O synoviocytes isolés de genoux de patients arthrosiques. Les ligancls de PPARy, la 15-
deoxy-12,14 prostaglandine J2 (15d-PGJ2) et la troglitazone (TRO), inhibent la
production de la PGE1 induite par I’IL-13 d’une manière dose-dépendante, ainsi que
les expressions de protéine et d’ARNm de la rnPGES-1 induite par l’IL-1f3. La 15d-
PGJ2 et la TRO suppriment aussi l’activation du promoteur de la rnPGES-I,
confirmant ciue l’inhibition de la mPGES-l se fait au niveau transcriptionnel. La
surexpression de PPARy de type sauvage amplifie, tandis que la surexpression d’un
dominant négatif allège les effets inhibitecirs des ligands de PPARy. De plus, un
prétraitement avec un antagoniste de PPARy, le GW9662, atténue les effets
suppressifs des ligands de PPARy sur l’induction de l’expression de la protéine de la
mPGES-1, suggérant que l’inhibition de la mPGES-t est médiée par PPARy. Nous
VQ avons aussi montré que la 15d-PGJ2 et la TRO inhibent l’induction de la mPGES-1 en
interférant avec l’activité de liaison induite par l’IL-1f3 du facteur de transcription
Egr-I à son site consensus.
La deuxième partie de nos travaux a pocir objectif d’identifier la contribcttion
de deux polymorphismes de PPARy, la Pro’2Ala et la C1431T, à la susceptibilité et à
la sévérité de l’OA dans une population canadienne-française. Nos études
polymorphiques démontrent que la différence des fréquences génotypiques et
alléliques n’est pas significative entre les patients arthrosiques et les contrôles pour la
Pro’2Ala ou la C1341T. Également, auccine différence significative n’est observée
après stratification des patients selon l’âge ati début de la maladie, oci la sévérité
fonctionnelle ou radiographique. SimiÏairernent, ctne analyse d’haplotypes des deux
G polymorphismes du gène de PPARy n’a pu démontrer une association entre tin
haplotype et la susceptibilité ou la sévérité de l’OA.
En conclusion, d’une part, ces résultats définissent la rnPGES-1 et Egr-1 en
tant que nouvelles cibles de PPARy et supportent l’application prometteuse des
ligands de PPARy dans le traitement de l’OA. D’autre part, nos résultats suggèrent
que les polymorphismes étudiés du gène de PPARy ne contribuent pas de manière
significative à la susceptibilité ou à la sévérité de l’OA chez les Canadiens-français.
Mots clés : arthrose, synoviocytes, IL-1Ç3, mPGES-I, PPARy, 15d-PQL, TRO, Egr-I.
polymorphisme, susceptibilité, sévérité.
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AB STRACT
Arthritis is the main cause of disability in Canada and affects more than
5 million Canadiens. Osteoarthritis (QA), the most common form of arthritis. affects
3 million Canadians (1 in 10). It is characterized by cartilage degeneration, sub
chondral bone remodeling. and inflammation of the synovium. These structural and
functional changes resuit in a loss of joint motion.
Prostaglandin (PG) E (PGE2) is the main PG detected in joint tissues and
high levels of it have been detected in the serum and synovial fluid of OA patients. A
number of in vitro and in vivo stttdies have demonstrated the mie of PGE in pain,
swelling, and joint tissue destruction. PGE2 production can be induced by pro-
G inflarnmatory cytokines, such as interIeukin-1 (IL-1).
PGE2 synthases (PGES) catalyze the last step in the biosynthesis of PGE2. in
vitro and in vivo stctdies have shown that microsomal PGES-1 (mPGES-1) activity is
coupled to cyclo-oxygenase-2 (COX-2) and is responsible for the induced production
of PGE,.
Peroxisome proliferator-associated receptors y (PPARy) is a ligand-activated
transcription factor and was shown to regulate a nctmber of inflarnmatory genes in
several celi types.
We hypothesize that an inhibition of mPGES-1 activity ancUor expression
would result in a more selective inhibition of PGE2 production and might constitute a
moi-e effective strategy in the treatment of OA. It is therefore necessary to better
understand the molecular mechanisms which underlie the regulation of mPGES- 1
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expression. Moreover, it is welÏ established that there exists a genetic component to
OA scisceptibihty. We believe there is an association between two common PPARy
polymorphisms and the susceptibility to andlor the severity of OA.
Ouï first objective was to study the effects of PPARy ligands on the regulation
of mPGES-I expression in human synoviocytes. We have shown that IL-113 induced
mPGES-1 expression in synoviocytes obtained from knees of OA patients. PPARy
ligands, 15deoxyA12,14 prostaglandin J2 (15d-PGJ2) and troglitazone (TRO),
ïnhibited IL-1f3-induced PGE2 production in a dose-dependent manner, as well as IL
1f3-induced mPGES-l protein and mRNA expression. 15d-PGJ2 and TRO also
inhibited the mPGES-1 prornoter activity, confirming that mPGES-1 inhibition occurs
at the transcriptional tevel. Overexpuession of wild type PPARy enhanced, whereas
overexpression of a dominant negative allayed the inhibitory effects of PPARy
Iigands. In addition, pretreatment with a PPARy antagonist, GW9662, attenuated the
suppressive effects of PPARy ligands on mPGES-1 protein expression, suggesting
that the inhibition of mPGES-1 is mediated by PPARy. We have also shown that
15d-PGJ2 and TRO inhibited the induction of mPGES-1 by interfering with the IL
1Ç3-induced DNA binding activity of the transcription factor Egr-1.
In the second part of ouï work, ouï objective was to identify the contribution
of two common PPARy polymorphisms, Pro’2AIa and C1431T. to the susceptibility
to, and the severity of, OA in a French-Canadian population. Ouï studies dernonstrate
that genotypic and allelic frequencies for the Pro’2Ala and C1431T were not
significantly different between OA patients and control subjects. Moreover, no
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significant differences were observed after stratification of OA patients according to
age at the onset of disease, radiographic or functional severity. Sirnilariy, hapiotype
analysis of both polyrnorphisrns in the PPARy gene showed no association of any
hapiotype with susceptibiiity to or severity of OA.
In conclusion, on one hand, our work defines rnPGES-1 and Egr-1 as new
targets of PPARy and supports the promising mie of PPAR’ Iigands in the treatment
of OA. On the other hand, our polyrnorphisrn studies suggest that common PPARy
polymorphisms do flot contribute significantly to the susceptibiiity to or severity of
OA in FrenchCanadians.
Key words: osteoarthritis, synoviocytes, IL-1f3, mPGES-1, PPARy, 15d-PGJ-,, TRO,
Egr-1, poiymorphism, susceptibility, severity.
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IG A. INTRODUCTION
1. L’arthrose
Les maladies arthritiques sont par ni les maladies les plus invalidantes et
affectent plus de 5 millions de Canadiens. soit un Canadien sur six. Les estimations
prévoient que ce nombre doublera d’ici 30 ans en raison du vieil]issement de la
population. La douleur et la dégénération progressive des articulations et de leurs
tissus sont les principales caractéristiques de ces maladies, résultant en une
diminution de la qualité de vie des personnes souffrant de maladies arthritiques
(Lagacé et aÏ, 2003). L’arthrite se classe en troisième position parmi les maladies
chroniques les plus fréquentes au Canada. Parmi ces maladies, l’arthrose (OA). actssi
connue socts le nom d’ostéoarthrite, affecte à elle seule plus de 3 millions de
Canadiens, soit un personne sur dix. Elle est la piincipale cacise des consultations
cliniques et coûte plus de 4,4 milliards de dollars au gouvernement canadien chaque
année. Les coûts des médicaments prescrits pour l’arthrite augmentent et atteignent
près de 270 millions de dollars par année (Stokes et aÏ, 2003). Les symptômes de
l’OA comprennent la douleur, l’oedème qui peut être accompagné de chaleur au
niveau de l’articulation, de raidectr articcilaire, de rougeur et des crépitements.
L’articulation affectée grossit et enfle, peut devenir déformée, induire des
changements de posture et éventuellement la perte de mobilité (Peach et ctÏ, 2005).
L’OA peut affecter n’importe quelle articulation, niais semble affecter principalement
le genou, la hanche, le gros orteil, la main et la colonne vertébrale (Berenbaum. 2001).
I.] La pathologie
L’OA est une maladie dégénérative des articulations. Elle se caractérise par
une perte dégénérative du cartilage articulaire, accompagnée d’une sclérose de l’os
socts-chondral, de la formation d’ostéophytes aux marges de l’articulation, qui sont
des excroissances osseuses et d’une légère à sévère inflammation non spécifique des
tissus synoviaux (Figure I). Ceci entraîne des déformités et la perte de l’alignement
des os longs adjacents (Peach et ai, 2005). L’inactivité causée par les douleurs
articulaires occasionne habituellement une perte des muscles ainsi qcte des
contractures des tissus mous. Pendant la progression de l’OA, des changements
biochimiques et métaboliques se manifestent dans la matrice extracellulaire du
C cartilage et provoqLtent tin déséquilibre de l’homéostasie de celui-ci. Ceci altère les
propriétés biomécaniqctes du cartilage qui sont importantes dans la répartition du
poids.
La doulecir est le symptôme prédominant dans l’OA. Elle est de nature
multidimensionnelle, et résulte des interactions entre l’inflammation et d’autres
propriétés de la maladie telles que la sévérité radiologiqcie (Cicuttini et ctt, 1996).
l’innervation des structures articcilaires (Gui et ctl, 2004), la sensibilisation centrale et
périphérique (Niissalo et ai, 2002) et les facteurs psychologiqcies (Bradley et ctl,
1999). La douleur dans les maladies arthritiqctes est caractérisée par l’hyperalgésie et
la douleur spontanée (Schaible et cii, 2002). Même si l’OA n’est pas classifiée
principalement comme une ai-thropathie inflammatoire, les patients arthrosiques
O manifestent de l’inflammation locale et des synovites (Goldring, 2000).
3b Ailliiosiqite
Tendons I ligaments et muscles
affaiblis et lésés
o
Figure 1 : Caractéristiques morphologiques des structures de l’articulation a. normale
et saine; b. OA. (d’après Wieland et ai, 2005).
12 Épidémiologie
L’OA est la maladie articulaire la plus répandue en Amérique du Nord et elle
est une des principales causes d’infirmité et de douleur chez les personnes âgées.
Plusieurs études épidémiologiques associent cette condition à la prédilection pour les
articulations des jambes supportant un poids et certaines articulations de la main.
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4Cette maladie est multifactorielle et plusieurs facteurs conttibuent au développement
et à la progresssion de l’OA tels que l’obésité, la densité osseuse, les traumatismes et
les stress répétitifs ainsi que les facteurs génétiques.
1.3 Facteurs cOlltïiÏ)11W?î Ut! développement cÏe I ‘OA
1.3.1 Âge, genre
Cette maladie affecte deux fois plcts de femmes que d’hommes chez les 50 ans
et plus. Par contre, chez les moins de 50 ans, les hommes sont plcis affectés par l’OA
que les femmes (Felson et ctÏ, 1998). Malgré tout, la prévalence de l’OA dans les
articulations est directement reliée à l’âge (Felson, 2004).
o
1.3.2 L’obésité
Plusieurs étcides sur les populations (Feison et ai, 1997; AlArfaj, 2002) ont
démontré que l’excès de poids est un facteur important dans le développement de
l’OA. Les femmes obèses ont quatre à cinq fois plus de chance de développer l’OA
du genou que les personnes ayant tin poids dit santé (Berenbaum, 2001). La perte de
poids est souvent recommandée pour ces personnes afin d’estomper les symptômes
de l’OA.
1.3.3 Les fricteurs génétiques
Des études épidémiologiques ont démontré que les factetirs génétiques sont
tine composante importante de l’OA. Ces études suggèrent qu’il existe une hérédité
de type mutlifactonelle plutôt qu’un défaut d’un simple gène (Peach et ai, 2005).
L’hérédité de l’OA primaire des mains a été démontrée chez 65 % des patients
(Spector et ai, 1996). L’incidence de l’OA des mains ou d’autres formes d’OA dans
cine certaine famille implique généralement une composante génétique. Des études
montrent que la cause de cette hérédité est liée à une mutation dans les composantes
de la matrice extracellulaire telles que le collagène de type II et IX, et ]‘aggrécane
(Spector et cii, 1996). D’autre part, il est possible que plusieurs autres gènes soient
impliqués dans la prédisposition à l’OA. Parmi les gènes impliqués en association
avec l’OA, se troctvent le VDR, le gène du réceptecir de la vitamine D ainsi que le
gène ESRI, le gène dci récepteur de l’oestrogène (Uitterlinden et aï, 1997; Loctghlin et
ai. 2000). Des études effectuées sur des jumeaux ont démontré clairement qcte l’OA
O est héréditaire sur plusieurs sites squelettiques tels que les mains, les hanches, les
genoux et la colonne vertébrale (Loughlin, 2001; Loughlin, 2002). De pIns, une
étude récente basée sur une population australienne a conclu qcie les risqctes
génétiques associés à l’OA sont médiés par les effets de la force musculaire et de la
région médiale dci tibia, ce qcti permet d’affirmer que l’OA est ctne maladie de
l’articulation et non seulement d’un tissu en particulier (Joncs et aI, 2004).
1.4 Pathogenèse
Dans le cartilage articulaire, il existe ctne homéostasie physiologique dirigée
par les chondrocytes, cellules uniques du cartilage. Ces chondrocytes sont
C responsables de la synthèse et de la régulation des composantes de la matrice
6extracellulaire. Ces macromolécciles sont le collagène (principalement de type II, IX,
XI), les protéogl ycanes (principalement I’ aggrécane) et les protéases (Berenbactm,
2001). Ces composantes sont nécessaires pocir la rétention des molécules d’eau,
contribuant ainsi à la résistance aux forces de friction et au stress de mise en charge.
Une pertubation de cette homéostasie entre la synthèse et la dégradation de la matrice
extracellulaire entraîne nécessairement l’OA. Ce déséquilibre est causé par une
surproduction de protéases qui dégradent les collagènes et les aggrécanes, et une
réduction dans la synthèse d’inhibiteurs natctrels de ces protéases. Cette aliénation est
la conséquence de l’activation des tissus par des cytokines, des médiateurs lipidiques
(c’est-à-dire les prostaglandines), les radicaux libres (monoxyde d’axote (NO),
peroxyde d’hydrogène (H202)) et les constituants de la matrice elle-même. La
O dégénération des tissus articulaires petit être causée par les chondrocytes dci cartilage,
les tissus synoviaux de même que de l’os sous-chondral (Berembaum, 2001).
II. L’articulation
Une articulation est décrite comme étant le point de contact entre deux os,
entre tin os et le cartilage, lesquels peuvent interagir de plusieurs façons dans le bctt de
servir au fonctionnement dci système mcLsccllosquelettique. Il existe trois principaux
types fonctionnels d’articulation : la synarthrose, permettant aucun mouvement tel
que les os crûniens; l’arnphiarthrose, où il y a possibilité de petits mouvements tels
que les articulations entre les petits os de la main ou du pied; et la diarthrose.
O permettant un mouvement ample, mais limité par les ligaments environnants. La
7dernière classe d’articulation est la plus commune. Les articulations de cette
catégorie possèdent une membrane synoviale secrétant du fluide synovial, et sont
également nommées articulations synoviales (Simkin, 2001).
Les articcilations sont aussi divisées en trois groupes structuraux et leur
classification dépend de la présence d’une cavité et de tissus conjonctifs. Il y a
l’articulation fibreuse, où la cavité est absente et où les os sont retenus par des tissus
conjonctifs denses et fibreux. L’articulation cartilagineuse, quant à elle, ne possède
pas de cavité et les os sont reliés par dct cartilage. La dernière catégorie strctcturelle
d’articulation est l’articcilation synoviale, où ctne cavité articulaire est présente et où
les os sont reliés d’une manière moins étanche par cine capscile articulaire et des
ligaments que l’on nomme diarthrose.
L’articulation diarthrose ou synoviale mobile est un organe complexe. Elle
est composée d’cine cavité articulaire remplie par tin liquide synovial qui sépare les
deux os et est soutenue et renforcée par des ligaments (Figure 2). Les extrémités
osseuses sont couvertes de cartilage (de type hyalin) lisse et poli qui permet d’obtenir
un mouvement sans friction entre tes extrémités osseuses en aidant à absorber les
chocs mécaniques lors de la mise en charge.
La stabilité de l’articulation, tout en permettant le mouvement, est gouvernée
par plusieurs facteurs. La forme de l’articulation, c’est-à-dire la manière dont celle-ci
est configurée et assemblée, permet à une articulation normale de se plier et d’être
flexible. Les ligaments sont une autre source de stabilité puisqu’ils guident et
alignent l’articulation Lotit en respectant l’amplitude articulaire. Les muscles et les
tendons, quant à eux, aident à l’amplification d’un mouvement efficace. Le liquide
$synovial contribue aussi à la stabilité de l’articulation puisqu’il permet les
mouvements libres entre les surfaces cartilagineuses, tout en résistant efficacement
aux forces de friction. De plus, la pression intra-articulaire dans un genou normal au
repos contribue à la force de stabilité (Simkin et ai, 2001).
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Cavité articulaire
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Figure 2 : Structures générales d’une articulation synoviale
(modifiée de www.tbcc. cc.or. us/—bobp/b1231 /Joints. pdf)
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9II.] L’os sotts-chondrctt
L’extrémité ossecise recouverte par le cartilage se nomme l’os socts-chondral.
Une fois transmis au cartilage, l’énergie de chargement des chocs absorbés est
transférée principalement à l’os (Radin, 1979). Dans des conditions arthrosiques, les
activités dans l’os sous-chondral sont augmentées, c’est-à-dire que l’os est renforcé
par des durillons en tentant de réparer les dommages, menant à la formation
d’ostéophytes (Westacott, 2002). En fait, il existe Ltfl métabolisme de l’os oct un
remodelage ossectx, c’est-à-dire qci’il y a une formation et une résorption de l’os. Les
facteurs qui influencent ce remodelage sont les hormones (la parathormone (PTH), la
calcitonine, etc.) et la réponse au stress mécanique. Il y a trois types de cellules qcti
Q contrôlent cette dynamique du métabolisme osseux les ostéoblastes, les ostéocytes et
les ostéoclastes. Les ostéoblastes sont les cellules responsables de la synthèse et de la
régulation de la déposition et de la minéralisation de la matnce extracellulaire ossectse.
Une fois incorporés dans la matrice osseuse, les ostéoblastes sont nommés ostéocytes.
Les ostéocytes sont les senseurs des signaux mécaniques. Les ostéoclastes, quant à
eux, déminéralisent l’os et sa proximité, et sont donc responsables de la résorption
ossectse (Boskey, 2001).
Les principaux changements osseux sont la sclérose osseuse de l’os spongieux
subarticulaire et la formation d’ostéophytes, oct plutôt d’ostéochondrophytes, qui sont
des excroissances d’os à l’extrémité de l’articulation (Grynpass et ai, 1991). À un
stade plus avancé de la maladie, le processus d’ossification endochondrale est observé,
Q c’est-à-dire une formation de l’os qui se fait à la place du cartilage hyalin,
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accompagnée d’angiogénèse qui peut même pénétrer le cartilage et exposer des bouts
d’os lisses et denses à la surface articulaire, également appelée éburnation (Wieland
et ut, 2005).
Dans des conditions arthrosiques, le métabolisme cellulaire osseux est
différent que dans des conditions normales (Westacott, 2002). L’os sous-chondral est
vascularisé et cette caractéristique est importante pour l’intégrité dci cartilage pciisque
ce dernier ne l’est pas. Les deux métabolismes, celui de l’os et celcu dci cartilage,
sont donc reliés et s’échangent des informations pocir l’équilibre de l’articulation.
Les changements pathologiques structurels dans J’OA se font dans l’os sous-chondral
cortical et l’os trabéculaire et dans les structures subarticulaires. Ces changements de
remodelage se font scirtout au niveau de l’interface de os-cartilage, et principalement
O sous les régions endommagées du cartilage. L’os s’épaissit et les mécanismes
derrière cette réaction ne sont pas encore résolus, mais on sait qcie certains factecirs
biomécaniques et pathobiochimiques sont impliqués. De nombreuses équipes
s’intéressent à ce sujet et leurs avis divergent t certains disent que les changements
osseux se font en premier lieu, d’autres sont convainccis que la dégradation dci
cartilage est l’élément déclencheur dans I’OA. Cette question reste encore sans
réponse puisque les patients arthrosiques manifestent souvent leurs symptômes quand
la maladie est à tin stade avancé (Felson et ai, 2004).
11.2 Le caniÏctge
O Dans une articulation normale, le cartilage est un tissu solide et souple qcu
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couvre l’extrémité osseuse. La solidité et la dcirabilité du cartilage font de celui-ci
une composante de l’articulation très intrigante. Ses deux rôles principaux sont de
réduire la friction entre les deux extrémités osseuses et d’absorber les chocs cactsés
par les mouvements, faisant de celui-ci un absorbeur de chocs hydraulique (Mow et ctl,
1980).
11.2.] Structure et eoInpQsitiOJi
Le cartilage normal est de couleur blanche et translucide (Goldring, 2001).
C’est un tissu non vascularisé et inervé qui, par diffusion, est alimenté par l’os sous
chondral et le liquide synovial. Sa matrice extracellulaire est composée de fibres de
collagène et d’un réseau de protéoglycanes. Les fibres de collagène sont responsables
C de l’élasticité dti cartilage qui donne sa résistance à la traction, tandis que les mailles
de protéoglycanes lui fournissent sa rigidité par leurs habilités d’absorber et de rejeter
l’eau. Le cartilage est un tissu plutôt hypocellulaire puisqu’il n’est composé que de
I ¾-2 ¾ de son volume total par les chondrocytes (Stockwell et ai, 1979). Les
chondrocytes, le sectl type cellulaire dans le cartilage, sont responsables de la
production de nombrecix facteurs de croissances, de cytokines, de chimiokines,
d’enzymes protéolytiques et de nombreuses macromolécules de la matrice du
cartilage (Berembacim, 2004; Haringman et ctÏ, 2004). Le renouvellement
métabolique du collagène est extrêmement lent, sa demi-vie étant de 117 ans (Verzijl
et ai, 2000). Les chondrocytes possèdent un potentiel de remplacement du collagène
limité dans le cartilage articulaire adulte, malgré leur habilité i synthétiser les
G protéoglycanes de manière continue. Conséquemment, les chondrocytes adctltes ont
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O une capacité limitée de réparation de la matrice extracellulaire et remplacent le
cartilage endommagé ou âgé par du tissu fibrogène de collagène de type I. Le liquide
synovial joue un rôle de lubrifiant entre les surfaces du cartilage et il est aussi crne
source de nutriments pour les chondrocytes (Goldring, 1991).
11.2.2 Chimie du cartiLage
Le cartilage est formé d’eau à 70 ¾. Deux composantes, le collagène de type
II et les aggrécanes, constitcient plus de 90 ¾ de la masse sèche du cartilage (Mayne,
1997; Sandy et ctÏ, 1997). Les collagènes de type VI, IX, XI, XII et XIV sont aussi
présents en quantité minecire et poctrraient jouer des rôles fonctionnels et structurels
dans le cartilage (Mayne, 1997; Olsen, 1997). Le réseau de fibres de collagène
C intercalé d’agrégats de protéoglycanes est responsable des propriétés physiques de
résilience et de résistance à la traction du cartilage articulaire. Les protéoglycanes
sont associés à de nombreuses molécules d’eau qui elles, sont liées aux chaînes de
glycosarninoglycans. La matrice extracellulaire étant fortement liée aux molécules
d’eau, elle fournit un niveact de résistance élevé aux déformations dues aux forces
compressives (Goldring, 1991). Il existe, par ailleurs, d’autres protéines dans la
matrice qui participent à l’intégrité de la matrice du cartilage telles que la fibronectine
et la tenascine-c qui aident à médier les interactions cellule-matrice du cartilage
(Olsen, 1997).
11.2.3 Le cartiÏctge arthrosique
Les différents facteurs mentionnés plus haut conduisant à un déséquilibre du
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G cartilage arthrosique incitent alors à sa dégradation. inhibant sa capacité de se
regénérer et rompt ainsi son homéostasie. Les chondrocytes produisent de nombreux
médiateurs associés à l’inflammation tels que les cytokines et les chimiokines ainsi
qcie les enzymes protéolytiques capables d’endommager le cartilage (Wieland et aï,
2005). Parmi ces médiatecirs, I’interleukine-1t3 (IL-1Ç3), les métalloprotéases (MMPs),
les facteurs de croissance et les radicaux libres sont ceux qui contribuent de manière
significative ù la dégradation du tissu cartilagineux. Étant donné que les réactions
cataboliques l’emportent sur les réactions anaboliques, le cartilage se dégrade. L’IL
1f3, qui est produit par les chondrocytes et les synoviocytes, active les protéases telles
que les MMPs. Les MMPs sont des enzymes qui clivent les fibres de collagène
(MMP-1, -$ et -13) et les protéoglycanes (MMP-3). De plus, l’IL-13 et Je facteur de
G nécrose tumorale-a (TNF-a) induisent l’expression de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2)
et la production de la prostaglandine E (PGE2) dans les tisscts articulaires, deux
intermédiaires associés à l’inflammation (Martel-Pelletier et aï, 2003; Fahmi et tu,
2002). En somme. les changements établis lors de la rupture de l’homéostasie du
cartilage semblent mener à un cercle viciecix puisqu’un évènement en engendre un
aLitre, tous de nature cataboliques. Par conséqclent, le cartilage se calcifie lentement
et se dégrade éventuellement.
11.3 Lct uuueinbrcune synoviale
La membrane synoviale est la couche de tissu col]agéneux sous-jacente au
ligament ou au pé1oste, souvent trouvée antérieurement aux condyles fémoraux. Elle
14
couvre tous les tissus articulaires et assure la stérilité de l’articulation. Elle sert de
point de détachement entre les structures adjacentes permettant ainsi une mobilité à
l’artïcctlation. De plus, elle sert de réserve pour la nutrition des chondrocytes et aide
au contrôle du volume et de la composition du liquide synovial (Klippel et ctÏ, 2001).
11.3.] Strttctttre et composition
La membrane synoviale est composée de tissus conjonctifs et possède ctne
sctrface lisse qcti tapisse la cavité articulaire. Elle a l’apparence d’cine monocouche de
cellules, nommée la couche intimale, mais en fait, elle est composée de plusieurs
couches. Les couches sous-intimales sont délimitées de la couche intimale par un
réseau de microvascularisation (Figures 3 et 4). Les couches sous-intimales
accordent les propriétés de mobilité et de compactage à la membrane (Edwards,
2001).
La couche intimale de la membrane est constituée d’une matrice riche en
microfibrilles de collagène de type VI qcn sont importantes pour l’intégrité
structurelle. La membrane basale de cette matrice est composée d’éléments tels qcie
la laminine. les protéoglycanes riches en chondroïtine sulphate et le collagène de
type IV (ReveIl et ai, 1995).
Les deux principaux types cellulaires résidant dans la couche intirnale de la
membrane synoviale normale sont les synoviocytes de type A et de type B. Les
synoviocytes de type A sont des cellules dérivées des monocytes qui ressemblent à
des macrophages dus à son nombre élevé d’organelles cytoplasmiqcies qui incluent
les lysosomes, les vacuoles à bord lisse et les vésicules micropinocytotiques. D’ctn
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autre côté, les synoviocytes de type B sont de type fibroblastique et possèdent un
nombre moins élevé d’organelles, en plus de posséder un réticulum endoplasmique
plus important. Des mastocytes, et plus rarement, des globules blancs sont parfois
apparents dans la membrane synoviale normale (Edwards, 2001).
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figure 4 Représentation schématiqcte de la membrane synoviale atticcilaite
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11.3.2 Inflammation de ici membrane svnovicde dccns 1 ‘O/i
L’inflammation de la membrane synoviale d’une manière non érosive est
commune dans l’OA, même si l’inflammation n’est pas le premier symptôme dans
l’OA (Brandt, 1999) puisque contrairement à l’arthrite rhumatoïde (AR),
l’inflammation de la membrane se développe postérieurement aux processus
impliqués dans la dégradation du cartilage et de l’os (Kato et ai, 2004). Les régions
où la membrane est enflammée sont souvent restreintes acix régions à proximité dci
carti]age (Figure 5) (Lindblad et aI, 1987). De plus, des études arthroscopiques ont
démontré que les synovites, c’est-à-dire les régions dans laquelle on retrocive une
inflammation de la membrane synoviale, accélèrent les réactions cataboliques
endommageant le cartilage (Abramson, 2004).
rheu it’.i .nni — .i ;ij
Figure 5 : Représentation d’une membrane synoviale enflammée
(modifiée de $imkin et aÏ, 2003).
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11.4 LefluicÏe svizovictt
Pi usiecirs mécanismes expliquent les caractéristiques de frottement réduit
contribuant à la lubrification de l’articulation. Le fluide synovial joue un rôle très
important dans la lubrification de l’articulation. Celui-ci est composé de hynluronane
ce qui donne au liquide sa prop1été visqueuse. Cette substance augmente la
lubrification hydrodynamique de l’articulation puisqu’il retarde le débit de
chargement. Dans des conditions arthrosiqcies, la prodctction dci liquide synovial est
augmentée. Le liquide synovial, source de nutrition pour les chondrocytes et les
synoviocytes, recueille les ncttriments essentiels et se débarrasse des déchets
métaboliques par diffusion avec la circulation sanguine (Levick, 1984). Plusieurs
C protéines sont synthétisées par les synoviocytes et relâchées dans le liquide synovial
telles que la lubricine, une protéine qui facilite la lubrification des couches exteines
de la mise en charge du cartilage. Par contre, au coctrs de la progression d’une
maladie, d’autres protéines sont synthétisées telles que le facteur rhumatoïde IgG
dans l’AR. Certaines de ces protéines sont libérées par des cellules inflammatoires ou
encore mobilisées par les tisscis articulaires (Wallis et ai, 1987). L’cisage continu
d’une articcilation enflée pectt engendrer des ischémies synoviales qui entraîneraient
des dommages aux tissus articulaires à cacise de la relûche des radicaux libres
(Stevens et ctÏ, 1991).
En somme, I ‘OA est une maladie touchant toute l’articulation dans laciuelle
C l’ensemble des compartiments est affecté. Tous les tissus articulaires, incluant l’os
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sous-chondral et le synovium. mais excluant le cartilae, sont peuplés de neurones
nocicepteurs, de soi-te que la sensensation de douleur est chmniqcie chez les
patients OA.
III. Les traitements
Les personnes diagnostiquées avec l’OA sont souvent soumises à des tests tels
qu’un questionnait-e et/ou une radiographie. Des études ont démontré qct’il existe une
discordance entre l’articulation (souvent le genou) radiographiquement diagnostiquée
et la douleur ressentie au niveau de l’articulation (Hannan et ai, 2000). Une variété
de systèmes d’évaluation ont été développés dans le but de pouvoir en quantifier la
C sévérité (Hart et ctl, 1995).
À ce jour, il n’existe aucun traitement curatif efficace pocir traiter l’OA. Par
contre, il existe plusieurs procédures qui pecivent aider à améliorer la condition
médicale du patient et à mieux gérer la douleur pour ainsi mener une vie plus active et
saine. Ces traitements sont donc symptomatiques.
11f] Les analgésiques
Plusieurs médicaments sont disponibles pour soulager les symptômes de l’OA
tels que les analgésiques ou encore des agents anti-inflammatoires (The Arthritis
Society). Un des analgésiques est l’acétaminophène, acissi conncie socis le nom de
paracetamol. Ils aident a dimintier la douleur, mais ne redcnt pas 1 inflammation.
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Pour cette raison, les analgésiques sont souvent consommés en combinaison avec
d’autres médicaments prescrits. À noter qu’une surconsommation d’acétaminophène
peut causer des dommages au foie. Lorsque l’utilisation des acétaminophènes est
insuffisante pour apaiser la douleur. une préparation contenant une combinaison
d’acétaminophène et de codéine peut être utilisé.
111.2 Les anti-infictinniatoires nonstéroîdiens tAINS)
Les médicaments appelés anti-inflammatoires nonstéroïdiens (AINS)
constituent une catégorie de drogues couramment prescrites pour traiter l’OA est les.
Ces médicaments aident à réduire la doctieur, l’enflure et la raideur de l’articulation.
mais ne prévient pas la dégradation de l’articulation. À faibles doses, les AINS aident
à réduire la sensation de douleur, et à des doses plus élevées, ils contribuent à
soulager l’inflammation. Il existe deux types de AINS t les traditionnels tels que
l’acide acétylsalicylique et l’ibuprofène, et les coxibs.
L’acide acétylsalicylique, aussi connct sous le nom courant de AAS (Aspirine®,
Bayer), et l’ibuprofène (Motrin®, McNeil) sont vendus sans prescription. Ils sont
reconnus en tant qu’antipyrétique, anti-inflammatoire et comme médicament
analgésique. Les effets secondaires associés à l’utilisation des AINS se tradciisent par
des malaises gastriques, des diarrhées et des crampes abdominales. Les AINS
traditionnels agissent scir l’activité des cyclo-oxygénases (COXs), enzymes
responsables de ]a biosynthèse des prostaglandines (PGs) et des thromhoxanes (TXs),
inhibant ainsi les deux isoformes de la COX. la COX-1 et la COX-2. Ceci entraîne,
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conséquemment, des effets secondaires indésirables puisqcle les AINS peuvent
interagir avec les anticoagulants. Les personnes âgées atteintes d’hypertension ou
éprouvant des problèmes de rein, les gens avec des antécédents d’ulcère d’estomac de
même que les peisonies souffrant cl’insufiisance cardiaque congestive oci qui ont déjà
éprouvé une attaque cardiaque ou un accident vasculaire cérébral doivent consulter
leur médecin avant de consommer des AINS. D’un autre côté, une nouvelle classe
d’AINS, les coxibs. c’est-à-dire les inhibiteurs spécifiques de la COX-2, ont été créé
dans le but de minimiser les effets secondaires sur l’estomac en épargnant l’activité
enzymatique de la COX-1, une isoforme de COX qcti contribue à l’homéostasie
digestive. Les coxibs sont plus connus sous le nom commercial de Vioxx (rotecoxib,
Merk Frosst) et Celebrex® (célécoxib, Pharmacia). Il est important que les personnes
Q ayant déjà subit une crise cardiaque ou un accident vasculaire cérébral, oct éproctvé
des douleurs thoraciques intenses liées à une maladie cardiaque, ne doivent prendi-e ni
AINS classiques ni inhibiteurs de la COX-2 puisqu’ils mènent à un risque plus élevé
de thrombose et de maladies cardiovasculaires (Stichtenoth et ctl, 2003).
111.2.]. L’ctspiriiie
L’ aspirine, ou l’AAS, est particctlièrement intéressante puisqu’elle inhibe les
COXs de façon irréversible. Elle est souvent utilisée en tant qu’analgésiqcie,
antipyrétique et anti-inflammatoire. Elle possède aussi des effets anticoagulants et est
employée à faibles doses à long terme pour prévenir les crises cardiaques. En effet,
une utilisation à faibles doses à long terme d’aspiine inhiberait la formation de la
thmrnboxane A (TXA2) dans les plaquettes, ce qui produirait tin effet inhibiteur sur
T)
C l’agrégation des plaquettes. Cette propriété faciliterait ainsi la circulation en
prévenant la formation de caillots sanguins et justifie son utilisation dans la
prévention primaire et secondaire des maladies vasculaires (Antithrombotic Trialists’
Collaboration. 2002). D’aillecirs. suite à un accident cérébrovasculaire, ctne dose
élevée d’aspirine est immédiatement administrée. De plus, une revue récente a
confirmé l’usage de l’aspirine dans la prévention primaire chez les patients atteints
d’hypertension puisqu’elle réduit les événements cardiovasculaires (Felmeden et cil,
2005). Il est suggéré que les effets bénéfiques de l’aspirine sont médiés par une
réduction de médiateurs inflammatoires et par une facilitation des fonctions
endotheliales (Magen et cd, 2005). Malgré tocit, l’aspirine ne peut être recommandé
comme un agent antihypertensif vu le manque de preuves, mais il est évident que la
O consommation de faibles doses d’aspiine ne soit pas nctisible à la pression artérielle
et amplifierait même les fonctions endothéliales.
Plusietws études ont aussi démontré que l’utilisation de l’aspirine pocivait
s’avérer bénéfique dans certains cancers notamment celui du colon et de l’oesophage
(Ulrich et ai, 2006). En effet. puisque plusieurs conditions inflammatoires
prédisposent au cancer, l’utilisation régulière de l’aspirine est associée à ctn risque
diminué de plcisiecirs types de cancer (Giovannctcci, 1999).
Par conséquent, me scirconsommation d’aspirine, scirtout à doses élevées, a
pour effet des effets indésirables scir le système gastrointestinal résciltant ainsi à des
malaises gastriques, des diarrhées et des crampes abdominales. Acissi, dues à ces
propriétés antiagrégants plaquettaimes, elle peut occasionner des hémorragies.
o
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111.3 Les corticostéroïdes
Les corticostéroïdes, ou encore les «stéroïdes », constituent une option
additionnelle de traitement pour rédciire l’inflammation sévère et gérer la douleur. En
revanche, ils ne soulagent pas la douleur. La cortisone, qui est un type de
corticostétoïdes, est injectée dans l’articulation dans le but de réduire l’inflammation
et l’enflure et d’améliorer la mobilité de l’articulation. L’effet d’une injection de
cortisone est relativement immédiat et local, réprimant la douleur, l’oedème et
l’inflammation de l’articulation. Les effets des corticostéroïdes sont plus puissants
qcie les AINS et l’administration de ceux-ci n’est pas accompagnée des effets
indésirables gastriques (MedecineNet.com, 2005). Par contre, ce traitement ne petit
être utilisé à long terme, et son usage doit être utilisé secilement à une certaine
fréquence puisque les corticostéroïdes peuvent affaiblir le cartilage, voire même
réduire les minéraux de l’os, résultant ainsi en une fragilisation de l’articulation et des
possibilités de blessures plcis élevées. D’autres effets secondaires à long terme
peuvent engendrer un amincissement de la peact, bine sensibilité plus élevée à des
hémorragies, un gain de poids, ctne pression artérielle picis élevée, des formations de
cataractes ainsi qu’une perte ossecise, c’est-à-dire l’ostéoporose (MedicineNet.com,
2005).
C
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C 111.4 L ‘exercice physique
Une option très recommandée pour prévenir la dégradation progressive de
l’articulation est, sans contredit, l’exercice physique qui aide aci maintien ou même à
une perte d’excès de poids. Les exercices, plus particulièrement les exercices à
impact léger tels que la marche, la natation et la bicyclette stationnaire, contribuent à
renforcer et tonifier les muscles qui supportent l’articulation, agissant ainsi sur la
stabilité et la protection de l’articulation. L’exercice physique jctrnelé à une bonne
attention médicale petit ainsi prévenir et retarder la dégénérescence articulaire.
111.5 Lct viscosupptéin en tcttioit
o
Une autre alternative assez récente au Canada est la viscosupplérnentation. Ce
traitement consiste à injecter une substance gélatineuse, l’acide hyaluronique, dans le
genou. Cette substance est présente à l’état naturel dans Le liqctide synovial et le
cartilage. Elle agit en tant que lubrifiant entre le caiÏilage. Elle est connue pour ses
propriétés anti-inflammatoires en inhibant la synthèse de la PGE2, qui, elle, est
associée à l’inflammation (Brandt et ctÏ, 2000). Cette substance stimulerait sa propre
production. La vi scoscipplémentation contribcie au rétablissement dci mouvement
sans friction de l’articulation appaisant ainsi la douleur et permettant cine meilleure
mobilité de celle-ci.
C
25
0 111.6 Lct prothèse
Lorsque la dégradation articLilaire est à un stade avancé ou lorsque la douleur
est insupportable, il est alors possible de procéder à une intervention chirurgicale, soit
pour nettoyer les débris de cartilage de l’articulation (arthroscopie), soit pour réparer
ou remplacer des parties ou encore l’articulation complète par une prothèse. Cette
méthode est efficace pour atténuer la douleur et maintenir ou améliorer les fonctions
articulaires. Par contre, le remplacement de l’articulation possède des limitations,
principalement parce que la prothèse est incapable de reproduire les propriétés
mécaniques et la durabilité du cartilage articulaire, et aussi parce que la prothèse doit
être fixée sur l’os du patient (Buckwalter et cd, 2003). Cette prothèse a une durée de
9 vie de 10 à 20 ans ce qui explique la raison pour laquelle cette alternative est utilisée
en dernier recours, c’est-à-dire dans le cas d’une arthrose sévère.
111.7 Les ctpproch es cou ipÏénien tcdres
D’autres approches complémentaires pour aider à gérer l’OA sont la
consommation de scippléments nutritifs tels que la chondroïtine sulfate, la
glucosamine et le methylsulfonylméthane (MSM) et la diacéreine. L’acuponcture et
le massage sont d’autres alternatives qui peuvent aider à soulager la douleur, mais
doivent être utilisés avec précaution.
En somme, il n’existe aucun traitement curatif pour inhiber la dégradation du
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cartilage et la dégénération des tissus aiÏiculaire ou encore pour réparer les tisscts
endommagés par l’OA. Les ttaitements disponibles ne font qci’aider, soit à réduire
l’oedème et l’inflammttion au niveau de l’articulation, ou alors à soulager la douleur
associée à l’OA tout en espérant d’améliorer et de redonner une fonction satisfaisante
à l’articulation.
IV. Les eicosanoïdes
Ses substances déivées de l’acide arachidonique, les eicosanoïdes
comprennent les PGs, les leucotriènes (LTs) et les TXs. Activement impliqués dans
l’OA, ces molécciles sont des médiateurs dont les effets varient dépendamment dci
O tissu et du micro-environnement local (Sperling. 1995).
IV.I L ‘acide ctricÏiiclonique
L’acide arichidonique (AA) est le point bifurquant responsable de la
biosynthèse de tous les eicosanoïdes. Pour cette raison, la libération de l’AA est ctne
étape lirnitante dans la biosynthèse de ces derniers. La phospholipase A2 (PLA2) est
principalement responsable de la libération de l’AA à partir de phospholipides
membranaires tels que des phosphatidylinositols et des phosphatidylcholines de
tocttes les cellules membranaires (O’NeiIl, 1994). La phospholipase C2 (PLC2) peut
aussi libérer l’AA à partir de la membrane cellulaire. Une fois relftché. l’AA peut être
oxydé et converti pour mener à la production de PGs, Lis ou de TXs. Son destin
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dépend du type cellulaire, des concentrations des enzymes présentes et de
l’environnement des cytokines (Oates et ai, 2001).
iV 2 Les pmstagtwtctiites (FGs)
Les PGs sont des méctiatecirs lipidiques agissant comme des hormones locales
(Thorén, 2003). Elles sont dérivées de l’AA et sont biosynthétisées pat- plusieurs
enzymes (Figure 6). Tout d’abord, l’AA est converti par la COX en PGH (Smith et
aï, 2001). Cette conversion se fait en decix réactions séquentielles. Premièrement.
l’AA est converti par l’activité COX de l’enzyme en PGG, un intermédiaire instable.
Deuxièmement, ce dernier est converti rapidement par l’activité peroxidase de la
COX en PGH2. La PGH2 est le substrat primaire pour la biosynthèse de la PGD, la
PGE, la la PGL, et la TXA-. Les PGs sont connues pour leurs rôles dans le
contrôle de la pression artérielle, la contraction des mciscles lisses et dans la
médiation de l’inflammation. Les PGs sont des composés de courte durée de vie et le
choix de la PG produite dépend dci contexte enzymatique tisscilaire. Par ailleurs, les
effets biologiques des PGs dépendent de leurs interactions avec lecirs récepteurs et la
quantité relative de PGs produites. (Oates et aï, 2001).
o
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Figure 6 Voies de biosynthèse des PGs à partir de 1’AA.
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IV.2.] Lct prostaglandine E2 (PGE2)
Dans plusieurs types celtctlaires, incluant les tissus articulaires, la PGE est la
principale PG produite. Plusieurs études ont démontré son implication dans
l’inflammation, l’apoptose, l’angiogénèse ainsi que dans plusieurs changements
structuraux associés aux maladies arthritiques (Martel-Pelletier et ai, 2003).
Les PGs, et plus particulièrement la PGE2, sont des stimulatecirs de la
résorption ossecise et de la formation de l’os (Lactfer, 2003). De plus. la PGE2 peut
médier les réponses aux cytokines et actx facteurs de croissance. Dans les
ostéoblastes OA, les niveaux d’activité métabolique sont acLgmentés, ce qui provoque
la libération d’ostéocalcine et de phosphatase alkaline, la production de collagène et
l’augmentation des niveacix de facteur de croissance analogue à l’insuline-I (IGF-I),
d’IGF-2, du facteur de croissance transformant (TGF-3), de I’IL-6 et de la synthèse
de la PGE (Laufer, 2003). De plus. la PGE2 entraîne la mort des chondrocytes
induite au monoxyde d’azote (NO), ce qui contribuerait à la progression de l’OA
(Notoyn et cti, 2000).
Il existe quatre récepteurs de la PGE2 nommés EP1, EP. EP et EP4. Ces
réceptecirs sont des GPCR (réceptecirs couplés à la protéine G) transmembranaires et
médient l’activité des PGs. Les récepteurs EP2 et EP4 sont aussi référés comme étant
des récepteurs « relaxants » puisqu’ils utilisent des signaux intracellulaires par G (G
stimu I atecir) causant une augmentation de 1’ adénosi ne monophospate cyc I ique
(AMPc). Ils sont exprimés dans les macrophages qui eux-même produisent un taux
élevé de PGE2 lorsqu’ils sont stimulés par des stimuli pro-inflammatoires. De plus, la
stimulation de ces réceptecirs inhibe la libération des cytokines, suggérant une rétro-
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Q inhibition des réceptectrs (Scigimoto et cii, 2000). Par ailletirs, les souris déficientes en
EP4 n’ont pas de résorption ossectse d’ostéoclastes, ce qui illctstre ainsi le rôle
inflammatoire de ce récepteur (Sakuma et cii, 2000). Le récepteur EP1 provoque une
augmentation intracellulaire de calcium par le Gq (G ubiquitaire) et se réfère ainsi
comme étant un récepteur «contractile » (Sugimoto et cii, 2000). Le récepteur EP3,
quant à lui, se nomme aussi le récepteur « inhibiteur » pcnsqu’il se couple à G1 (G
inhibiteur) et réduit la formation d’AMPc (Bhattacharya et cii, 1999). Des études
effectuées sur des souris déficientes de ces récepteurs ont démontré que ces
récepteurs sont impliqctés dans plusieurs conditions pathologiques (Thorén, 2003).
IV. 3 Les cvcÏo-oxvgén ases (COX)
Les COXs sont acissi appelées prostaglandines endoperoxides synthases oct
prostaglandines H synthases (PGHS). Ce sont des bis-oxygénases dépendantes de
l’hème et des péroxidases. La COX catalyse l’AA à l’aide de deux molécules d’02,
pocir former l’endoperoxide PGG2. La PGG2 est ensuite réduite ptr l’activité
peroxydase (POX) de la COX et convertie en PGH2 (Smith et ctÏ, 2000). Jusqu’à
aujourd’hui. trois isoformes de la COX ont été identifiées la COX-l (PGHS-1), la
COX-2 (PGHS-2) et la COX-3. La COX-1 et la COX-2 sont dérivées de deux gènes
différents. Les deux COXs sont sitctées dans le lctmen dci réticulum endoplasmique et
dans la membrane nucléaire (Liou et ai, 2000 Liou et ai. 2001). La COX-3. qctant à
elle, serait tin produit d’un épissage alternatif dci gène de la COX-I
(Berembaum, 2004).
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IV.3.1 COr-1
La COX-1 est exprmée de manière constitutive dans plusieurs tissus et
cellules de mammifères. Elle jocte alois un rôle dans l’homéostasie de ces tissus
(Smith et cii, 2000). Son rôle est particulièrement important dans la cytoprotection
gastrique, l’équilibre hydrique rénal et l’agrégation de plaquettes (Oates et ctl, 2001).
Le gène de la COX- t est d’environ 22 kb en Ïonguectr et possède 11 exons (Tableau I).
Il possède peu d’éléments de réponse en cis et aucctne boîte TATA en 5’ du gène, ce
qui est consistant à la description d’un gène domestiqcie (FigLire 7) (Kraemer et cd,
1992). Par contre, certaines études ont indiqué que la COX-1 poctvait être inductible
dans certains systèmes tels que dans les celiciles endothéliales (Bryant et ctÏ, 1998).
Cette isoforme est principalement située dans le réticulcim endoplasmique et la
membrane ncicléaire. En outre, dans cm milieu sans sérum, les cellules endothéliales
de bovin n’expriment que la COX-i. Un traitement de ces ceilciles avec un ionophore
de calcium n’induit aucune production de PGs indicant ainsi que la COX-1 est
incapable de synthétiser des PGs à partir d’AA libéré de manière endogène, mais
principalement de manière exogène (Monta. 2002).
Des souris déficientes en COX-1 ont démontré une agrégation de plaquettes
réduite et cine inflammation diminuée induite par l’AA. Ceci témoigne que les
plaquettes n’expriment que la COX-1 et que des concentrations élevées d’AA sont
convertis en PGs par la COX-1 (Lagenbach et aI, 1995).
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O IV.3.2
La découverte de la COX-2 dans le début des années 1990 marque un
toLtmant dans la conquête des effets des PGs et des AINS (Berembaum, 2004). Cette
isoforme de la COX est inductible et est généralement présente en très faibles
quantités dans les fibroblastes, les cellules endothéliales et les macrophages. Elle
peut être stimulée par des cytokines, des facteurs de croissance, ou encore des stress
mécaniques (Chandrasekharan et cd, 2004; Monta, 2002). En d’autres termes, elle est
inductible durant les réactions inflammatoires. La biosynthèse des PGs tardive, qui,
après un certain temps, s’effectue suite à une stimulation pro—inflammatoire, est
accompagnée d’une induction tic novo de la COX-2. indépendamment de la présence
de la COX-1 (Murakami et ctÏ, 1999). Contrairement à la COX-1, la COX-2
métabolise mieux les niveaux relativement bas de l’AA en PGH, ce qui expliqcte la
préférence de la COX-2 par rapport à la COX-1 lors des réponses tardives (Murakami
et cd, 1999).
Elle est impliquée dans plusieurs fonctions biologiques telles que la
désagrégation des plaquettes, la vasodilatation, la résorption osseuse et plusiectrs
autres évènements pathologiques. Le gène de la COX-2 est d’environ 8,3 kb de
longueur avec 10 exons (Tableau I). Par opposition à la COX-1, le gène de la COX-2
possède plusieurs éléments de réponse en amont (Figure 7). Parmi ces nombreux
éléments de réponse, se trocivent deLix sites de liaison NF-iB (facteur de transcription
nucléaire KB), un Spi, Lin NF-1L6 (facteur nutcléaire-interleukine 6) et un CRE
(élément de réponse de l’AMPc). Ces éléments de réponse sont activés et augmentent
O l’expression de la COX-2 dans les conditions inductibles. D’autre part, l’expression
de la COX-2 est diminuée par la présence de glucocorticoïdes et de cytokines anti-
inflammatoires telles que l’IL-4 et l’IL-lO (Niiro et ai, 1997).
COX-1 COX-2
Locus 9q32-q33.3 1q25.2-q25.3
Grandeur du gène 22 kb 8,3 kb
Nombre dexon 11 10
Grandeur de IARNm 2,8 kb 4,6 kb
Nucléotides codant 1797 bp 1812 bp
Nombre dacides aminés 576 aa 604 aa
5 - région flanquante Boite TATA absente, riche en GC, Spi NF-kB, NF-1L6, CRE, Boite E, Boîte TATA
3 - région non-traduite 0,7 kb Élément riche en AUUUA, 2 kb
Expression Constitutive Inductible
Tableau I: Comparaison des principales caractéristiques de la COX-1 et de la
COX-2 (d’après Tanabe et ai, 2002).
Promoteur de la COX-1 (humain)
spi Boîte TATA absente
AP Myh (IATA AP2 NF-tL(i Spi
I fl ‘2OI I________
4V’75 ? t 71’) 57? 5’.2 -7i’ 1’ 1? 1
Promoteur de la COX-2 (Humain)
Spi API NP-lt.6 Boîte CRE/E Boîte TATA
O U
-223-2[4 -l 32 24 -3J-25 J
Figure 7 Représentation des éléments régulateurs dans les promoteurs humains des
gènes de la COX-1 et de la COX-2 (modifiée de Tanabe et aÏ, 2002).
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Le site actif de la COX-2 est plus petit qcte celui de la COX-1 et la découverte
de cette différence a permis au développement d’inhibiteurs spécitqcies de la COX-2
(Monta, 2002). Des études d’imagerie fluorescente par microscopie confocale et
d’histofluorescence ont décelé la COX-2. totit comme la COX-1, dans le réticulum
endoplasmique, mais à des concentrations beaucoup plus élevées que dans la
membrane nucléaire (Monta et cii, 1995).
Les souris déficientes en COX-2 présentent des changements phénotypiques
plus sévères que les souris déficientes en COX-1. Les sotwis femelles déficientes en
COX-2 exhibent des altérations touchant les fonctions du système de reproduction
(Morham et ctl, 1995; Dinchuk et ctÏ, 1995). Les souris déficientes en COX-2 ont cine
incidence réduite de blessure au cerveau, de même qu’une suppression de
tclmorigénèse. D’acttres changements phénotypiques observés chez les souris
déficientes en COX-2 sont des néphropathies rénales, des fibroses cardiaques, des
pélitonites, et des échecs à la ferrnetctre dci canal artériel (Cheng et cii, 2001;
Laenbach et ctt, 1999).
Lorsqu’il y a inflammation, les niveaux d’ARNm, de protéines et d’activité de
la COX-I restent inchangés. Contrairement à la COX-2, ses niveaux d’expression et
d’activité augmentent de manière drastiqcie, et par le fait même, les niveaux de
production de PGs augmentent aussi. Par aillectrs, Jorsqcie des inhibitectrs de la COX
2 sont administrés, il y a réduction des niveacix de production de PGs et dimincition de
l’inflammation de manière significative. Ceci indique que la COX-2 est impliquée
dans l’inflammation, tandis que la COX-1 ne l’est pas. Le gène de la COX-2 est
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sensible aux médiateurs inflammatoires tels que l’IL-lcL, Ï’1L-1, le TNF-u et le LPS
(lipopolysacchaide), ce qui illustre son rôle dans l’inflammation. Les inhibiteurs de
la COX-2 sont donc utilisés pour traiter plusieurs conditions pathologiques dans
lesquelles des symptômes d’inflammation se manifestent tels que l’OA, l’AR et la
douleur muscctlosquelettique (Monta, 2002).
Des études in vivo ont démontré que les inhibiteurs de la COX-2 réduisent la
biosynthèse de la PGE2 de manière significative plus qcte tout autre PG (Harada et ai,
1996).
IV.3.3 COX-3
Dans le débcit du XX siècle, une troisième COX a été découverte dans le
cortex cérébral chez le chien. Cette isoforme est une variante de la COX-I (vCOX-1).
aussi appelé COX-3. Cependant, cette variante n’est pas le produit d’ctn autre gène,
mais plutôt le produit d’un épissage alternatif du gène de la COX-1 (Berembacim.
2004). L’intron 1 du gène de la COX-1 est retenti et tin produit plus long que la
COX-2 est obtenct. Celle-ci serait exprimée préférentiellement dans le cerveau et
dans le coeur (Chandrasekharan et ai, 2002; Shaftel et cd, 2003).
Durant la réaction int]arnmatoire, ctne grande qclantité de PGE2 est libétée.
Lorsque des inhibiteurs de la COX-2 sont administrés, la production de PGE2 est
arrêtée et l’inflammation est résolue. En revanche. après un lapse de temps, lorsque
la réaction inflammatoire est résolue, la production de la PGD2 est augmentée tandis
que celle de la PGE2 est arrêtée (Gilroy et cd, 1999). Certains croient que cette
O production tardive de PGD est le résultat de l’activité de la COX-3 (Berembaum,
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2004), ce qui pourrait éclaircir plusieurs aspects comme par exemple, expliquer les
mécanismes par lesquels l’acétarninophène exerce un effet analgéslqLle et
antipyrétique. Par contre. aucune évidence jusqu’à maintenant n’a pu supporter cette
hypothèse. La présence de l’expression de la COX-3 chez l’hLlmain et son
implication dans l’OA reste encore à êtte prouvée.
En plus de la COX-3, toujours chez le chien, deux autres variantes plus
courtes de la COX, ne possédant pas d’activité cyclo-oxygénase, ont été identifiées, la
PCOX-1 et la PCOX-Ib (Chandrasekharan et aI, 2002). Leurs fonctions restent
encore à être élucidées.
IV.4 Les PGE SvnrÏicises (PGES)
La PGE synthase (PGES) (EC 5.3.99.3) catalyse spécifiquement la conversion
de la PGH2 en PGE2. Il a été démontré que les PGES sont impliquées dans la douleur,
l’inflammation, la fièvre, la tctmorigénèse, l’ovulation et la certi tisation, le
métabolisme osseux, la maladie d’Alzheimer et d’autres processus physiologiqctes
et/ou pahologiques (Mcirakarni et aÏ, 2002).
Cette enzyme est membre de la superfamille des MAPEG (membrane
associated ilroteins involved in eicosanoid and lcitathione metabolism) et se nommait
autrefois la MGSTI-LI (Glcitathione-S-Transferase-1-like-1 microsomale) puisque ce
gène était homologcie à la MGST1 à environ 40 % et ses fonctions étaient encore
inconnues (Jakobsson et aÏ, 1999). Cette MGSTI-L1 est maintenant nommée
O mPGES-1. La superfamille des MAPEG comprend la MGST-1, -2. -3, la FLAP
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(5-lipoxygenase-activating protein) et la LTCS (leukotriene C1 synthase). Cette
famille comprend généralement des protéines essentielles au métabolisme lipidique et
pour la détoxification des substances toxiques exogènes (Naraba et aÏ. 2002).
Il existe trois isoformes de PGES; une PGES cytosolique (cPGES), et dectx
PGES membranaires (rnPGES) nommées mPGES-1 et mPGES-2.
IV.4.] cPGES
La cPGES est identiqcte à la protéine p23, une protéine associée à la protéine
de choc thermique 90 (Hsp-90). Autrefois, elle était référée par le nom PIG12
(Thorén et ctl, 2003). Cette enzyme requiert la GSH et elle est indifférente aux stimuli
pro-inflammatoires, excepté dans le cerveau dci rat, où elle est indciite par le LPS
(Tanioka et aI, 2000). Elle est exprimée de manière constitutive dans plusieurs tissus
et ce]lules (Tableau II). Des étctdes de cotransfection ont démontré qcie la cPGES et
la CQX-1 sont fonctionnellement liées et associées dans le maintien de l’homéostasie
des tissus. De plus, son activité est couplée à celle de la COX-1 et elle réaliserait
préférentiellement l’isornérisation de la PGH2 générée par la COX-I pour la
production immédiate de la PGE2 (Tanioka et ctl, 2000).
o
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Enzymes mPGES-1 mPGES-2 cPGES
Propriétés famille MAPEG domaine homologue Hsp9O
structurelles à la thiorédoxine cochaperone p23
Expression inductible constitutive constitutive
Localisation membrane Golgi, cytosole
cellulaire périnucléaire cytosole
Préférence COX-2 COX-1, COX-l
deCOX COX-2
Fonctions inflammation,
in vivo douleur, fièvre, inconnues inconnues
cancer
Tableau II: Comparaison des propriétés des PGES (modifié de Kudo et ai, 2005).
O
IV. 4.2 rnPGES-1
Comme il a été mentionné auparavant, la mPGES-1 était nommée à l’origine
la MGSTI-L1. Son gène est situé sur le chromosome humain 9q34.4. La mPGES-1
possède une activité péroxydase dépendante et une activité glutathione transférase,
mais ces deux niveaux d’activité sont relativement faibles comparés à celle de la
PGES puisque la catalyse de la PGE2 est la réaction principale et celle dont l’activité
est obtenue le plus rapidement (Thorén et ai, 2003).
IV 4.2.1 Niveau basai de 1 ‘expression de la mPGES-1
La mPGES-l est généralement exprimée chez l’humain dans la plupart des
tissus à des niveaux relativement bas. Par contre, son expression est inductible par
plusieurs cytokines, facteurs de croissance, LPS et par des promoteurs de tumeurs,
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O indiqctant que son activité est couplée à celle de la COX-2 indtictible (Tableau II)
(Murakami et ctl, 2000; Mancini et ai, 2001; Stichtenoth et cii, 2001). La mPGES-1,
en tandem avec la COX-2, est induite pal- la cytokine pro-inflammatoire IL-1f3 et est
responsable de la production de la PGE2 associée ù des réactions inflammatoires,
notamment la douleur inflammatoire (Kamei et ai, 2004).
1V4.2.2 Régulation de Ï ‘expressïoul de Ict niPGES-]
La mPGES-1 est présente dans les cellules activées durant l’inflammation
telles que les synoviocytes. Dans plusieurs types cellulaires, il a été démontré que la
production de la PGE est élevée sciite à un traitement avec des cytokines, notamment
dans les synoviocytes et les cellules vasculaires de muscles lisses (Kojima et cd, 2003;
C Belvisi et ai, 1997) L’indciction de la mPGES-1, sctite à ces traitements, suit la
surexpression de la COX-2 pour générer ce niveau plus élevé de PGE2 (Jakobsson et
aÏ, 1999; Murakarni et ctl, 2000; Mancini et cd, 2001; Thorén et ai. 2000; Soler et cd,
2001; Stichtenoth et al. 2001, Kojirna et cd, 2002; Giannico et cd, 2005). Les
glucocorticoïdes sont renommés pour exercer des propriétés anti-inflammatoires.
Conformément à cet effet, l’expression de la mPGES-1 induite par des cytokines est
réprimée par le dexaméthasone dans la lignée cellulaire A549, une lignée de cellules
épithéliales pulmonaires ainsi que dans les macrophages et synoviocytes, tout comme
l’expression de la COX-2 et la synthèse de PGE2 le sont (Muralami et cd. 2000.
Stichtenoth et cd, 2001). De plcts, la mPGES-1 et la COX-2 sont coexpnmés dans
plusieurs maladies et conditions pathologiques, notamment la doctleur, la fièvre.
O l’inflammation, le cancer et la maladie d’Alzheimer. Ceci met en relief le lien qui
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existe entre ces deux enzymes pour atteindre une production efficiente de PGs
(Thorén, 2003).
IV.4.2.3 fonctionnement couplé de Ici inPGES-] et de lct COX-2
II existe de nombreuses preuves illustrant la coordination de l’induction de la
mPGES-I avec celle de la COX-2, prouvant ainsi la dimension associative de leurs
rôles. Des étcides de cotransfection avec la mPGES-I et la COX-2 indiquent qcte la
production de la PGE2 est augmentée de manière considérable comparé t lorsque la
mPGES-1 oct la COX-2 sont exprimées seules (Murakami et eti, 2000). De pius, la
mPGES-1 et la COX-2 sont colocalisées dans le réticulum endoplasmique et dans la
membrane périncicléaire (Figure 8) (Mctrakami et cd, 2000). Néanmoins, les
O mécanismes de régulation du gène de la mPGES-1 et celui de la COX-2 ne sont pas
effectués de la même manière puisque le promotecir de la mPGES-I ne possède pas
de site de liaison pour NF-iB, CRE, oct encore une boîte E, qui sont tocis présents
dans le promoteur dci gène de la COX-2. Malgré tocit, une étude a démontré qcte
l’expression de la mPGES-1 induite par l’IL-1Ç3 impliquerait le facteur NF-KB
(Catley et cil, 2003). De plus, la région en 3’ de la mPGES-1 ne possède pas la
séquence d’instabilité AUUUA qcte la COX-2 possède. Également, l’expression
induite de la mPGES-1 est hautement régulée et dépend du facteur de réponse de
croissance précoce tEgr-I), cm facteur de transcription (Naraba cl ai, 2002:
Subbaramaiah et cd, 2004). L’expression indctite de la mPGES-1 est régulée par cme
voie des MAP kinase (mitogen-activated protein kinase), évoqctant ainsi que la
O mPGES-1 et la COX-2 pectvent être induites par les mêmes stimuli, mais qu’elles
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utilisent différentes voies de signalisation (Roui et aÏ, 1999; Kawao et aÏ, 2005).
Figure $ : Représentation de la fonction couplée et de la localisation entre les COXs
et les PGES (adaptée de Murakami et ai, 2000).
IV 4.2.4 Structure du gène de la mFGES-1
Le gène humain de la mPGES-1 s’étend sur 15 kb et est divisé en trois
exons. Le promoteur de la mPGES-1 est riche en GC et ne possède pas de boîte
Stimulus pro-inflammatoire
V
PGE2 PGE2
Réponse immédiate Réponse retardée
o
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TATA. Il contient plusieurs sites de liaison potentiels poctr les facteurs de
transcription tels que deux boîtes GC, deux boîtes en tandem Barbie et tin élément de
réponse aryle d’hydrocarbure (Forsberg et aÏ, 2000). De plus, des études ont
démontré que les boîtes GC sont cruciales pour l’activation du promoteur. La boîte
GC proximale ou la boîte GC 2 se trouve à être le site de liaison pour le facteur de
transciption Egr-1. L’activité de liaison d’Egr-l pour la boîte GC augmente lorsqu’il
y a stimulation avec la LPS, I ‘IL—1 f3. oci le TNF—a ou l’ester de phorbol (Naraba et aï,
2002; Subbaramaiah et aÏ, 2004). Le promoteur de la mPGES-I est
transcriptionnellement activé en présence d’IL-lf3 et diminué en présence de
phénobarbital par l’induction ou la répression de la liaison d’Egr-I, respectivement, i
son site sur le promoteur de la rnPGES- 1 (Forsberg et ai, 2000). Néanmoins, les decix
O boîtes GC sont essentielles pocir une bon fonctionnement dci promotecir de la mPGES
I (Naraba et ai, 2002; Subbaramaiah et aI, 2004). Par ailleurs, l’implication des
éléments et des facteurs de transcription en cis dans l’activation du promoteur de la
rnPGES-l n’est pas encore claire.
IV.4. 2.5 Inhibition de la ,nPGES-1
Dans le but d’inhiber la synthèse de la PGE2, des équipes ont étcidié les effets
des AINS sur l’activité de la mPGES-1. La mPGES-1 est inhibée par la leukotriène
C4 (LTC4), par un des inhibiteurs spécifiques de la COX-2, le NS-39$. et par le
sulindac sulfide à des CI50 de 5, 20 et $0 pM, respectivement (Thorén et ctl, 2000).
Le MK-866, un inhibiteur de la FLAP, inhibe aussi l’activité de la mPGES-1 avec
une CI50 de 3 tM, possiblement en se liant dans la région de liasion de l’AA que la
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Q FLAP, la LTCS et la mPGES-1 possèdent communément (Mancini et aï, 199$;
Mancini et aI, 2001). Par ailleLirs, une acttre étude a montré que l’effet inhibiteur était
renversé avec l’addition de la PGE2 exogène dans lesqcielles l’indométhacine, le NS
39$, le rofécoxib ou le méloxicam sur l’expression de la mPGES-1 induite par l’IL
13. Ceci révèle que la PGE2 participe i un rétrocontrôle positif sur l’induction de la
mPGES-1 (Kojima et aï, 2003). D’acttres composés tels que la 15-deoxy-A’24-PGJ2
(15d-PGJ2), l’AA, l’acide docosahexanoïde (DHA) et l’acide eicopentaenoïque (EPA)
ont démontré une inhibition sur la rnPGES-1 avec des CI50 semblables (Quraishi et ctt,
2002). D’autre part, l’activité de la mPGES-1 n’est pas inhibée par Je 1-chloro-2.4-
dinitrobenzène (CDNB), un substrat commun pour les GST, contrairement à la
cPGES (Tanioka et aï. 2000).
JV.4.2.6 La niPGES—] dcins les tissus articulaires (Oit, AR et nornlctlLv)
La mPGES-1 est spécialement intéresssante dans les maladies arthritiques
pctisque son métabolite, la PGE2, est le principal médiateur de l’inflammation et des
réponses de douleur associées à l’inflammation dans les maladies arthritiques, plus
particulièrement l’OA (Narumiya et cd, 1999; Portanova et ai, 1996). Comme de fait,
la PLA2, le précurseur dans la biosynthèse des prostanoïdes, est plus présente dans le
liquide synovial arthritique que normal (Stichtenoth et cd, 2001). Les ARNm de la
cPGES et de la mPGES-l sont tous deux présents dans les synoviocytes, mais seul
celui de la mPGES-1 peut être régulé. De même, les niveaux d’activité de PGES sont
significativement plus bas dans la fraction cytosolique que microsomale. confirmant
ainsi le rôle de la mPGES-1 dans la synthèse de la PGE (Stichtenoth et cd, 2001).
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Les niveaux libérés de la PGE2 sont 50 fois plus élevés dans un cartilage OA que dans
un cartilage normal. Effectivement, lorsqci’un cartilage normal est placé dans des
conditions pro-inflammatoires, les niveaux détectés de la PGE2 sont de 1$ fois plus
élevés (Martel-Pelletier et ctÏ, 2003). La PGE, induit la dégradation du cartilage en
inhibant la synthèse du collagène et en stimulant la production des MMPs (O’Keefe
et ai, 1992 Zahner et ai, 1997). Ainsi, l’expression de la mPGES-1 est détectée de
manière clairement plus é]evée dans le cartilage et les chondrocytes humains OA que
chez le cartilage et les chondrocytes normaux (Masuko-Hongo et ctt, 2004). De
manière étonnante, la PGE2 a un effet amplificateur sur l’expression de la rnPGES-I
stimulée par l’IL-1t3 dans les synoviocytes arthritiqctes (Kojima et ti, 2003). Les
effets inhibiteurs des coxibs sctr l’expression de la mPGES-1 sont renversés lors de
l’addition de PGE2 exogène, ce qui supporte l’aptitude des effets amplificateurs de la
PGE2. Cette accentuation de ]‘expression de la mPGES-J par la PGE2 est
accompagnée d’une augmentation de l’AMPc, par les récepteurs EP2 et EP4 (Kojima
et aI, 2003). En fait, le rôle de la PGE2 est double pctisqct’etle est capable de diminuer
la régulation de la cytokine pro—inflammatoire TNF—c’. et qu’elle petit aussi augmenter
celle de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Shinomiya et ctl, 2001). D’une autre
part, la PGE2 peut inhiber l’apoptose des lymphocytes T (Goetzl et cii, 1995).
La mPGES-1, tout comme la COX-2, est pratiquement non détectable dans
des conditions non stimulées. Toutefois, son expression. suivant celle de la COX-2 et
celle de la PLA2-HA, est significativement élevée dans les synoviocytes des patients
atteints d’AR (vIurakami et aI, 2003).
La mPGES-I a été détectée dans les cellules synoviales intimales AR
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seulement dans un état actif. Quant à la mPGES-2, elle est retrouvée dans des états
actifs et inactifs dans les tissus synoviaux intimales et dans tes tissus sous-intimales
(Murakami et ctÏ, 2003). Ceci concorde avec une autre étude où la COX-2 n été
localisée dans les synoviocytes, l’endothélium des vaisseaux sanguins, les
chondrocytes et les fibroblastes AR, tandis que la COX-1 a été retrouvée dans les
synoviocytes prélevés de patients normaux (Siegle et aI, 1998).
Outre cela, une étude récente a démontré la contribtttion des MAPK dans
l’expression de la rnPGES-1 stimulée par l’IL-1f3 dans la lignée celictlaire de
chondrocytes humains immortalisés, T/C-28a2, et dans les chondrocytes hctrnains OA
(Masuko-Hongo et ctl, 2004). L’étude démontre le rôle des MAPK ERKI/2 et p38
dans l’induction de l’expression de la mPGES-1 par l’IL-1f3 chez les chondrocytes
c QA. Des inhibiteurs de la p38 et de ERK. SB203580 et PD9$059, respectivement,
restreignent la stimulation de l’expression de l’ARNrn et de la protéine de la
rnPGES-1 par l’TL-113. Plus particulièrement, l’inhibition d’ERKI/2 n’a pas affecté la
stimulation de l’ARNrn de la COX-2 par l’IL-13, mais plutôt, n diminué l’effet de
l’IL-13 sur l’ARNm de la rnPGES-1. Cependant, un des inhibiteurs qui bloque
l’activité de l’isoforme . de la p38 MAPK, le SC-906, n’a pas réprimé l’induction de
la mPGES-1 par l’IL-1 chez les chondrocytes OA. Ceci suggère que le mécanisme
par lequel la mPGES-I est activée ainsi que la biosynthèse de la PGE2, dépendent des
activités des MAPK ERK et p38, et d’une manière préférentielle à la MAPK p38f3,
chez les chondrocytes hcimains stimulés par l’IL-I.
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IV.4.2. 7 illoclèÏes ctiiiinattx de la n,PGES-]
Des études impliquant des souris déficientes pour la mPGES-1 ont démontré
que la mPGES-J est responsable de la prodciction induite par le LPS de la PGE2. En
effet, le niveau de production de la PGE2 chez les souris mutantes pocir la mPGES-1
est comparable à celui des souris de type sauvage (Uematsu et ctÏ, 2002). De plus, ces
souris mutantes produisent un niveau normal de cytokines inflammatoires suite à une
stimulation par le LPS. Ceci indiqcte que l’expression de la PGE2 endogène n’est pas
essentielle dans la régulation de la production c[e cytokines pro-inflammatoires. Les
souris déficientes pour la mPGES-1 ne démontrent aucun changement phénotypique
dans leurs organes et dans leurs fonctions vitales, confirmant qu’une autre isoforme
de PGES non inductible se substituerait à la mPGES-1 dans les conditions normales
(Trebino et ai, 2003). Également, lorsque l’arthrite est induite au collagène chez ces
souris, elles manifestent cine rédciction importante dans leurs réponses inflammatoires
comparées aux souris de type sauvage. Ces études suggèrent que la mPGES-1 est
responsable de la docileur inflammatoire et des réponses inflammatoires associées à
l’hypersensibilité de type tardif, illustrant ainsi son rôle dans l’inflammation aigu et
chronique.
Dans un modèle d’arthrite à l’adjuvant chez le rat, un modèle impliquant
l’inflammation de l’articulation, il a été démontré que la mPGES-1 est coindctite avec
la COX-2 et l’IL-13 et son induction la plus forte se manifeste dans la patte traitée à
l’adjuvant (Mancini et ai, 2001). Loin de là, les expressions des protéines de la
cPGES/p23, la COX-1 et de la mPGES-2 sont induites de manière non significative
O lorsqu’elles sont comparées à l’augmentation de 50 à $0 fois de la mPGES-1 qui était
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accompagnée d’cine aUgmentation de prodctction de la PGE2 (Claveau et aI, 2003).
Ceci confirme le rôle prédominant de la mPGES-1 dans l’inflammation des tissus
articulaires.
IV.4.3 inPGES-2
Plusieurs études ont identifié une PGES membranaire indépendante de GSH
dans le coeur chez le bovin (Watanabe et ai, 1999), et dans la rate et l’Litérus chez le
rat (Watanabe et ai, 1997). La protéine correspondante a été exprimée et pctrifiée
chez le singe et cette protéine est maintenant référée comme étant la mPGES-2
(Tanikawa et ai, 2002). Le gène humain de la mPGES-2 est situé sctr le chromosome
9q33-a34 à proximité du gène de la COX-1, de la mPGES-1 et de la PGDS de type
lipocaline (Takinawa et cd, 2002). La mPGES-2 est localisée dans le cytosol avec une
forte préférence dans la région périnucléaire (Mcirakami et cti, 2003).
Des études de transfection ont affirmé que la rnPGES-2 est responsable de la
production de la PGE2 dans les réponses immédiates et tardives, et est
fonctionnellement couplée à la COX-l et la COX-2. D’ailleurs, l’expression de cette
isoforme n’est pas induite par l’inflammation tisscilaire et se montre plutôt
constitutive (Murakarni et cti, 2003). Par contre, son expression s’est retroctvée
augmentée dans le cancer colorectal humain. Ses fonctions exactes et son rôle dans
les différentes physiopathologies restent énigmatiques à ce jour.
o
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Q IV.4.4 Autres PGES
Deux autres GSH-S-transérases cytosoliques de la classe Mu ont été purifiées
du cortex cervical humain et démontrent des activités de PGES qui sont
GSH-dépendantes. Ces deux enzymes, GSTM2-2 (p2) et GSTM3-3 (l’3), catalysent
l’isomérisation de la PGH en PGE2 in vitro (Beuckmann et aI, 2000). Par contre,
leurs fonctions et leurs rôles restent encore à être déterminés.
V. Peroxisorne proliferator-activated recepto r (PPA R)
Les réceptecirs nucléaires activés par les ligands sont parmi les facteurs de
transcription les plus étudiés puisqu’ils jocient tin rôle important dans la régulation de
O nombreux événements tels qcie le développement, l’homéostasie, le métabolisme, la
reproduction, les fonctions vasculaires et l’inflammation (Robinson-Revachi et aï,
2003; Staels et ctÏ, 2005). Parmi ces récepteurs nucléaires, se trouve tin récepteur
nucléaire hormonal, le récepteur des activateurs de proliférateur de péroxysorne
(PPAR). Ces récepteurs sont activés par de petites molécules lipophiles dont les
hormones et les vitamines dérivées directement ou indirectement des précurseurs
diététiques.
V.] Les classes de PPAR
Les PPARs étaient à l’origine considérés comme des récepteurs orphelins
puisque les ligands étaient inconnus. Par la suite, les drogues thiazolidinediones
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(TZDs) antidiabétiques ont été identifiées comme étant des Ïigands des PPARs. Il
existe trois isoformes de PPARs : PPARŒ (NRICI), PPAR f3/ (aussi nommé NUC-1
ou FAAR, dépendamment de l’espèce et du tissci dans leqctel il a été cloné), et PPARy
(NRIC3) (Diradourian et ctl, 2005). PPARŒ est impliqué dans la régulation du
catabolisme mitochondrial des acides gras tandis que PPARW6 est impliqué dans la
f3-oxydation des acides gras des muscles squelettiques (Tanaka et ctÏ, 2003).
L’expression de PPARy a été pendant longtemps observée seulement dans les tissus
adipeux et on croyait que sa fonction ne se limitait qu’i la régulation du métabolisme
lipidique et glucidique. Cependant, il s’est avéré que PPARy est aussi exprimé dans
les celiciles immunitaires telles que les cellules B et les cellules T, de même que dans
les macrophages, les synoviocytes, les chondrocytes et les cellules mésangiales,
(Harris et cil, 2000; Padilla et cii, 2000; Asano et ctÏ. 2000; Chinetti et aL 199$;
Kawahito et ctÏ, 2000; Boyault et ctt, 2001).
PPARy est lui-même catégorisé en quatre isoformes pciisqcie l’épissage
alternatif de son promoteur génère quatre transcrits yI, y2, y3 et y4. PPARyI est
distribué de manière ubiquitaire à des tacix de concentration plus élevés dans les tisscis
adipeux et dans les macrophages (Diradourian et aI, 2005). PPARy2 est hautement
exprimé dans les tisscis adipeux blancs et joue un rôle crcicial dans la différenciation
des adipocytes. Cette isoforme possède 2$ acides aminés à sa queue N-terminale qcie
les autres isoformes ne possèdent pas. PPARy3, qciant à Icu, est essentiellement
présent dans les macrophages, le gros intestin et les tissus adipeux (Kota et cii, 2005;
Q Diradourian et cd, 2005). L’expression tissulaire de PPARy4 reste à être explorée.
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O Un usage différentiel dci promoteur et l’épissage alternatif des transcrits de PPARyI,
y3, et y4 résultent, par contre, en une même protéine généralement référée PPARyI
(Meirhaeghe et cii, 2004).
Chaque sous-type de PPARy s’hétérodimérise avec le réceptecir X de l’acide
9-cis-rétinoïque X (RXR) et lie son site de liaison, l’élément de réponse de PPAR
(PPRE). Le PPRE est un élément d’une séquence directe DR-1 (direct repeat-1)
possédant deux répétitions de la séquence consensus AGGTCA. séparées par un seul
nucléotide. Il a été démontré que les récepteurs nucléaires, y compris PPARy, sont
impliqués dans l’activation transcriptionnelle de leurs gènes cibles par interaction
avec plusieurs coactivateurs et/ou des composantes de la machinerie
transcriptionnelle basale (Wallberg et cii, 2003). Cette interaction peut réguler
différents processus cellulaires. Ainsi, PPARy est impliqué dans la prolifération
cellulaire, la différenciation cellulaire et l’apoptose, ainsi que dans certaines
conditions pathologiques telles que l’athérosclérose, le cancer, l’obésité et
l’inflammation (Beak et cii. 2004).
V.2 Les polymorphismes ctctns le gène de FFARy
Plusieurs études ont démontré qcie la susceptibilité de l’OA possède une
composante génétique. Parmi ces gènes candidats, on retrouve des gènes structurels
de la matrice extracellulaire du cartilage, notamment le gène encodant pour la chaîne
polypeptidique cd du collagène de type II, des gènes qcti encodent poctr des protéines
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pouvant influencer la sclérose osseuse tels que le gène du récepteur de la vitamine D
et celui du récepteur Œ de l’oestrogène ou encore les gènes encodant pour les
cytokines inflammatoires tels que l’agrégat des gènes codant pour FIL-1 (Uitterlinden
et ai, 1997; Loughlin et ai, 2000, Peach et ai, 2005).
De plus, des études de mutations rares et de polymorphismes communs dans
le gène de PPARy ont démontré son rôle et son implication dans différentes maladies
humaines (figure 9). Deux polymorphismes de simple nucléotide (SNP)
fréquemment étudiés du gène de PPARy sont la Pro’2Ala et la C1431T.
Domaine d’activation Domaine de liaison Domaine de liaison
indépendant au ligand à l’ADN (DBD) au ligand (LBD)
PPARyI NH I I H
I I I I I
PPARy2 NH I
4. 4,4. 1
Pro12Ala Pro’13Gln l85Stop Val318Met Phe388Leu Arg425Cys C14311 Pro495Leu
(commun) (rare) (rare) (rare) (rare) (rare) (commun) (rare)
Figure 9 Représentation schématique de la structure secondaire et des
polymorphismes du gène de PPARy (modifiée de Knouff et Auwerx, 2004).
V2i Pro’2AÏa
La Pro’2Ala est une mutation faux-sens (CCA —* GCA) dans l’exon B au
codon 12 du gène de PPARy2 résultant à la substitution d’une proline pour une
alanine. En dépit de l’emplacement de cette mutation dans le domaine d’activation
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indépendante des ligands, cine substitution de l’Ala’2 réduit l’affinité de liaison de
PPARy2 à l’élément PPRE et réduit son activité transcriptionnelle en présence oct en
absence de ligands (Deeb et aL 1998; Masugi et ai, 2000). La fréquence allélique de
cette mutation varie selon le groupe etliniqtte : elle est de 12 chez les Caucasiens,
10 ¾ chez les Amérindiens, 8 ¾ chez les Samoans, 4 ¾ chez les Japonais, 3 ¾ chez
les Africains-Américains, 2 ¾ chez les Naruans et de 1 % chez les Chinois
(Vigoureux et cti, 200Œ Mon et cii, 2001). La prévalence la plcis élevée du
polymorphisme est celle chez les Caucasiens (jusqu’à 20 ¾) (Sturnvoll et ctl, 2002).
Plusieurs équipes de recherche ont montré une association entre Ï’allèle d’Ala et ctn
effet protectecir contre le diabète de type 2, ainsi qu’une meilleure sensibilité à
l’insctline (Deeb et ctt, 1998; Mon et ai, 2001; Stumvoll et cd, 2002). Plusieurs études
associent ce polymorphisme à un indice de masse corporelle (IMC) relativement bas
(Yen et ctl, 1997; Deeb et ai, 1998). Ces études iraient même jusqu’à affirmer qcte
cette mutation aurait un effet protectectr contre l’obésité (Li et ai, 2003). Néanmoins.
son effet reste contradictoire puisque d’autres études associent ce polymorphisme
avec tin TMC élevé (Beamer et aï, 1998 Valve et aï, 1999) ou ne trouve aucune
corrélation entre la Prot2Ala et l’IMC (Meirhaeghe et ctÏ, 1998; Ek et aI, 1999;
Clement et ai, 2000). Par ailleurs, quelques travaux ont démontré qcie la ProAla
joue cm rôle protecteur contre la néphropathie diabétique (Hermann et aï, 2002:
Cararnori et ctt, 2003), le développement du syndrome des ovaires polykystiques
(Korhonen et ai, 2003), contre l’infarctus de myocarde (Ridker et cd, 2003) et
l’athérosclérose (Temel kova-Kurktschi ev et cd, 2004).
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Q V.2.2
Le polymorphisme silencieux C1431T est sitcté dans le domaine de liaison act
ligand et se réfère à une mutation de la cytosine à la position 1431 par une thymine.
Ce SNP est aussi référé par plusieurs autres noms, entre autres la CI6IT, pour le
nucléotide 161 de l’exon 6 humain, la CAC477CAT, ce qui représente le codon 477
du gène humain de PPARy2 ou encore la His449His, référant ainsi au codon 449 du
gène de PPARyI (Knouff et cii. 2004). Ce polymorphisme se manifeste de manière
assez fréquente. Elle est retrouvée à une fréquence de 16,3 ¾ chez les Cactcasiens
Australiens et de 14 ¾ dans la population française (Knouff et aI, 2004).
La mutation silencieuse C1431T est curieusement en déséquilibre de liaison avec
le polymorpshime Pro’2Ala. En effet, il a été constaté que les mutations Ala’2 et la
T1431 sont présentes ensemble chez 70 % des patients (Doney et ai, 2002).
L’allèle T est associée à des niveaux plus élevés de concentration de leptine qcte chez
les sujets portant l’allèle C (Meirhaeghe et aï, 199$). Ce polymorphisme a aussi été
associé à un risque réduit de maladie coronarienne (Wang et cii, 1999) de même qu’à
tin effet protectecir contre la néphropathie de l’immunoglobuline A (Song et ctï, 2003).
V.3 Les iigctnds de PPARy
PPARy est un important régulateur adipogénique et un modulateur
d’événement de la signalisation intracellulaire de I ‘insciline ainsi qcie de l’homéostasie
du glucose et de l’inflammation (Staels et cd, 2005). Son activation se fait par la
liaison de petits ligands lipophiles. Il existe dectx types de ligands les ligands
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naturels et les Iigands synthétiques. Les ligands naturels de PPARy comprennent les
acides gras polyinsaturés et les dérivés des eicosanoïdes (Tableau III). Ils se lient et
activent PPARy à des concentrations dans l’ordre des micromolaires. PPARy
démontre une préférence pour les acides gras po]yinsaturés, pincipalement les acides
gras essentiels comme l’acide linoléique, l’acide linoléniqLte. l’AA, l’EPA et le DHA
(Xu et ai, 1999; Desvergne et aÏ, 1999). PPARy est mieux activé par l’acide
hydroxy-octadeca-9Z,I IE-dienoïqcie (9-HODE), 13-HODE et la 15d-PGJ (Kliewer
et aÏ, 1995). D’acLtre part, parmi les ligands synthétiques, on retroctve les
thiazolidinediones (TZDs) antidiahétiques (aussi nommés glitazones), et les AINS
tels que l’indométhacine, la fénoprofène et l’ibuprofène (Tableau IV). Également, à
un moindre degré, on distingue parmi les drogues hypolipérniantes les ligands
synthétiques qui sont des agents diminuant l’activité lipidique (Kiiewer et aÏ, 1997;
Berger et ai, 2002). Les TZDs réduisent la résistance à l’insuline et lhyperglycémie
chez les patients diabétiques de type 2 (Meirhaeghe et ctl. 2004). Les agonistes de
PPARy ont un effet direct sur le métabolisme lipidique dans les tissus adipeux et des
effets secondaires sur les métabolismes lipidiqcies et glucicliques dans le foie et les
muscles squelettiques (Jiang et ai, 2002; Way et ai, 2001).
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Ligands Naturels PPARa PPARI3 PPARy
Acides Gras
Acide Arachidonique + + +
Acide Linoléique ++ + -
Acide Eicosapentanoïque ++ +/- ++
Acide Docosahexaénoïque ++ +1- ++
9-HODE ND ND
13-HODE ND ND ++
Eicosanoïdes
PGA1 + ++ +
G PGJ2 + ÷ ++15d-PG]2 ÷ +1-
8(s)-H ETE ++÷ - -
12-HETE ++ ND ND
15-HETE ND ND ÷
LTB4 +1- ND ND
Tableau III : Affinité des ligands naturels pour les isoformes des PPARs.
o
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Ligands Synthétiques PPARa PPAR PPARy
Drogues Hypoilpémiantes
Wy14643 + + +
Clofibrate ++ + -
Ciprofibrate ++ +1- ++
Gemfibrozul ++ +1- ++
Thiazolidinediones
BRL 49653 - - +++
Piogliatzone - - ++
Troglitazone - - ++
AINS
Indométhacine + - +++
Ibuprofène + - +
Fénoprofène ++ - +
Tableau IV : Affinité des ligands synthétiques pour les isoformes des PPARs.
V. 3.1 15-deoxy-A’2 ‘4-prostaglandine J2 (]5d-FGJ2)
Le premier ligand endogène identifié de PPARy est le dérivé de la
prostaglandine cyclopentanoïque, la 1 5d-PGJ2, produit de déshydratation de la PGD2
et la PGJ2 (voir Figure 6) (Kliewer et aÏ, 1995). Comme les autres PGs, la 15d-PGJ2
est transportée activement dans les cellules (Narumiya et aÏ, 1986). Plusieurs travaux
supportent le rôle de l’activation de PPARy dans la régulation des réponses
inflammatoires puisque son activation par ses agonistes, en particulier la 1 5d-PGJ2,
inhibe l’expression de plusieurs protéines ayant des propriétés pro-inflammatoires,
notamment la COX-2, le NO synthase inductible (iNOS) et d’autres cytokines
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(Daynes et ai, 2002). Par contre, les mécanismes par lesqLtels la 15d-PGJ2 exerce ses
effets anti-inflammatoires sont contradictoires. Comme il est établi qcte la 15d-PGJ2
active PPARy, certaines études ont démontré que la 15d-PGJ2 pouvait induire des
réponses indépendamment de PPARy et utiliserait plutôt la voie de signalisation de
NF-KB (Li et ai, 2000 Kamei et ai, 1996 Kain, 199$). U est clair que la 15d-PGJ2
est présente in vivo (Bell-Parikh et ctÏ, 2003). En revanche, il est difficile de
déterminer précisément sa concentration in vivo et ceci est particulièrement vrai dans
les tissus de l’articulation (Fahmi et ctÏ, 2002).
V. 3.2 Tivgiita:one(TRO)
Les TZDs sont des agents antidiabétiques qui sont couramment prescrits aux
O patients souffrants de diabète de type 2 et de défaillance cardiaque (Masoudi et ai,
2005). Les agonistes de PPAR’y augmentent la masse des tissus adipeux blancs en
promouvant la différenciation des adipocytes. Ils favorisent l’absorption des acides
gras libres et redistribuent ainsi les tissus adipeux blancs de manière sous-cutanée au
lieu de viscérale. Ceci réduit donc les niveaux d’acides gras libres qui sont associés à
une diminution de la résistance à l’insuline. Les TZDs ont une très grande affinité
avec PPARy dans l’ordre du nanomolaire tels que la rosiglitazone, la troglitazone
(TRO) et le pioglitazone. Leur sélectivité pour PPAR’y étant plus élevée. plusieurs
évidences ont démontré qcte les TZDs exercent lectrs effets par un mécanisme
dépendant de PPARy.
O
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V.4 PPARycÏans les tissus ctrticuÏaïres
Plusiecirs études dont les nôtres démontrent la présence de PPARy dans les
tissus articulaires, notamment dans le cartilage humain et dans les cultures de
chondrocytes (Fahmi et ctl, 2001; Shan et cd, 2004).
La présence de PPARy dans les chondrocytes de tats a été établie au niveau de
la protéine et de l’ARNm. De plcts, l’activation de PPARy, par la 15d-PGJ et la TRO.
contrairement à PPARŒ, annihile la baisse de synthèse de protéoglycanes et la
production de NO indctite par l’IL-1f3 (Bordji et ctl, 2000).
Par ailleurs, les productions de NO et de la MMP-13 induites par différentes
cytokines pro-inflammatoires sont diminuées lorsque les chondrocytes humains sont
traités avec les ligands ISd-PGL et BRL 49563, un ligand synthétique de PPARy.
Leurs expressions stimulées par l’IL-1Ç3 ont aussi été diminuées d’ctne manière dose-
dépendante par la 15d-PGJ2 (Fahrni et al, 2001). Cette inhibition se fait au niveau
transcriptionnel et est en partie dépendante de PPARy. D’acitre part, cet effet est aussi
méché par l’inhibition de l’activité des facteurs de transcription AP-1 et NF-KB.
L’expression de PPARy a été étudiée dans les tissus synoviaux et dans les
cultures de synoviocytes AR. Ces études démontrent que PPARy est présent et induit
dans les macrophages ainsi que dans les couches de cellules superôcielles et les
fibroblastes synoviaux, et dans les cellules endothéliales (Kawahito et ctl, 2000). De
plus, l’activation de PPARy par ses ligands inhibe la prolifération des synoviocytes et
induit l’apoptose, expliquant ainsi les effets anti-inflammatoires de PPARy. Dans une
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autre étude, l’expi-ession de l’ARNm de PPARy n été démontrée chez les
synoviocytes de patients normacix, OA et AR, ainsi que l’expression de la protéine
chez les patients AR (Ji et ctÏ. 2001). De plus, son activation, qui engendre
parallèlement l’activation de NF-KB, inhibe l’expression induite des cytokines TNF-Œ
et IL-113 dans les synoviocytes AR et OA.
Notre équipe a, par aillectrs, démontré que l’activation de PPARy dans les
synoviocytes humains inhibe la ptoduction de la MMP-Ï induite par l’IL-113 en
inhibant l’activité de liasion du facteur de transcription AP-1. La 15d-PGJ2 inhibe
même l’activité de liasion à l’ADN d’AP-l à son niveau basal, sans aucune
stimcilation par l’IL-1f3 (Fahmi et ut, 2002).
La 15d-PGJ2 non secilement exeice ses effets inhibiteurs sur la production de
la PGE2, mais aussi sur l’expression de la COX-2 (Tsubouchi et cii, 2001; Farrajota et
cii, 2005) et celle de la PLA- cytosolique (cPLA) (Tsubouchi et ctl, 2001). Ceci
illustre un rétrocontrôle de la cascade de l’AA par la 15d-PGJ2.
L’équipe de recherche d’Eguchi a constaté que l’interféron gamma (IFN-y). de
manière plus prononcée que le TNF-a. ou l’IL-1f3, inhibe l’expression de PPARy
induite par la TRO dans les synoviocytes humains AR et inhibe ainsi la
différenciation induite des synoviocytes en adipocytes (Yamasaki et ai, 2004).
Il n aussi été démontré que PPARy est exprimé dans les ostéoclastes et que
l’activation de PPARy inhibe la différenciation de ces cellules à partir de cellules
souches hématopoïétiques par l’inhibition de la voie de NE-KB (Mbalaviele et ai,
2000).
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V. 5 Propriétés anti- inflainmcttoire de PPAR y
Il est bien établi que PPARy possède des propriétés anti-inflammatoires et
exerce même un effet protectettr. Il a été prouvé que l’activation de PPÀRy inhibe la
prolifération et induit l’apoptose des macrophages, des fibroblastes et des cellules
endothéliales (Chinetti et ctl, 199$; Kawahito et aI, 2000). De plus, les AINS
induisent l’apoptose dans plusieurs types cellulaires, notamment dans les
synoviocytes. Certains AINS en combinaison avec les ligands de PPARy stimulent
l’activation de PPARy en colTelation avec leurs habilités à réduire la viabilité
cellulaire et à induire la fragmentation de l’ADN dans les synoviocytes (Yamazaki et
ai, 2002). Ceci impliqcie qite l’activation de la voie de PPARy par ces AINS est
associée aux effets apoptotiques de certains AINS et contribuerait à la réduction de la
destruction du cartilage.
Aussi, PPARy exerce ses fonctions anti-inflammatoires en régctlant
négativement la production des cytokines et des MMPs. En effet, il a été constaté
qu’une activation de PPARy par la TRO inhibait la production de l’IL-6. de l’IL-$, du
TNF-a et de la MMP-3. Ces cytokines et la MMP-3 sont tous des médiateurs
inflammatoires qcii joutent un rôle essentiel dans la physiopathologie de l’OA
(Yarnasaki et cd, 2002). De plus, cette même étude a démontré qcie l’activation de
PPARy peut moduler les fonctions des synoviocytes humains dans l’inhibition des
activités pro-inflammatoires lorsque les concentrations citilisées sont relativement
Q basses et ce, sans induire l’apoptose.
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O L’expression de PPARy a été démontrée comme possédant des effets
anti—inflammatoires en réduisant l’expression de l’IL—113 et de la MMP-1 (François et
cii, 2004: Bordji et ctl, 2000).
V.6 Modèles anuncuv impliquant I ‘activation de FPARy
Plusieurs modèles d’animaux ont été utilisés pour prociver qcie PPARy et ses
ligands possèdent des propriétés anti-inflammatoires.
Notamment. dans un modèle d’arthrite induit à l’adjctvant chez la femelle dit
rat Lewis, l’administration intrapéitonéale de la 15d-PGJ2 ou de la TRO améliore
l’oedème en prévenant l’infiltration des cellules mononucléaires et en prévenant la
O formation de pannus dans les tissus synoviaux (Kawahito et ctt. 2000). En ce qui
concerne le modèle OA chez le rat Wistar induit au mono-iodoacétate (MIA),
l’expression de ta COX-2 est retrouvée légèrement augmentée. Toutefois, celle de
PPARy t-este inchangée suite à une induction par le MIA dans les tissus synoviaux
(Dumond et ctl, 2004).
En revanche, dans un modèle d’arthrite à l’adjuvant chez la souris.
l’administration des ligands de PPARy, le rosiglitazone et le pioglitazone, inhibe de
manière significative la formation de nitrotyrosine, une substance produite durant
l’inflammation associée à l’arthrite, et l’expression d’iNOS dans les articulations
(Shiojiri et ai, 2002). Similairement dans les essais in vitro, l’expression protéique
des médiateurs d’inflammation iNOS. ICAM—1 (intracellular adhesion molecule-1),
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COX-2 et de nitrotymsine est diminuée dans les cellcties RAW 264 (cellules
monocytaires d’origine murine) stimulées par le TNT-Œ et par le LPS (Shiojiri et ai,
2002). Ces modèles d’animaux démontrent non seulement les propriétés
anti-inflammatoires de PPÂRy, mais également que PPARy joue un rôle protecteur
contre les maladies arthritiques.
V. 7 Mécajiisines d’action de PPARy
Comme PPARy est un récepteur nucléaire, plusieurs coactivateurs 011
corépresseurs modulent son activité pour initier ou scipprimer la transcription,
conduisant ainsi à l’activation ou la répression des gènes, respectivement. En absence
O de ligands, les récepteurs nucléaires sont liés à des complexes corépresseurs tels que
« nuclear receptor-corepressor » (N-COR) et « silencing mediator for retinoid acid
receptor and thyroid receptor» (SMRT) (Fernandes et ai, 2003). Ces derniers font
partie de complexes multiprotéiques qcli sont impliqués dans la répression
transcriptionnelle et souvent accompagnés de la désacétylation des histones
(Fernandes et ai, 2003). PPARy ne petit se lier à l’ADN lorsqu’il est associé à ce
complexe corépresseur. Lors de la liaison de son ligand au domaine de liaison (LBD),
il y u échange dci complexe corépresseur lié sur les récepteurs pour tin complexe
coactivateur (Figure 10). Ces coactivateurs de motif LXXLL se lient au domaine de
liaison à l’ADN (DBD). Parmi ces coactivateurs, on retrouve les protéines de la
famille « steroid receptor coactivator-1 » (SRC-I)/p160, les protéines de la famille
« glucocorticoid receptor interacting protein- I » (GRIP-1) ainsi que les protéines de
oo
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la famille p300! «CREB-binding preotein » (CBP) (McKenna et cti, 2002; Fa et ai,
2004). Ces coactivatectrs possèdent une activité histone acétyle transférase (HAT) qui
facilite l’activation transcriptionnelle des gènes cibles. D’autres coactivateurs
identifiés sont les complexes remodelant de la chromatine ATP-dépendante et les
méthyltranstérases. Tous ces coactivateurs ont pour effet de faciliter l’activation d’un
gène cible en augmentant l’accessibilité du promoteur à la machinerie
transcriptionnelle. Suite au recrutement liganct-dépendant de coactivateurs à
l’hétérodimère PPAR-RXR, ce complexe peut maintenant se lier aci PPRE. Deux
mécanismes hypothétiques expliqueraient l’effet inhibiteur de PPARy sur les gènes
pro-inflammatoires : un mécanisme dépendant de PPARy tandis que l’autre est
indépendant de PPARy.
\ R
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Figure 10 : Mécanisme d’action de PPARy par les ligands
(d’après Daynes et aÏ, 2002).
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V.6 1 Mécctnisnies ct’ctctioii vict PPARy
Le mécanisme d’activation de PPARy impliquerait la liaison de PPARy à cm
PPRE, ce qui induirait l’activation de la transcription d’un gène anti—inflammatoire.
Ce mécanisme est aussi dit PPARy-dépendant.
V.6.2 Mécctnisuies c/’ctction indépendctnt de PPARy
Comme plusieurs études ont suggéré que les effets inhibiteurs de la 15d-PGJ2
se faisaient ait niveau transcnptionnel via PPARy, d’autres études, elles, considèrent
les effets moins prononcés des ligands synthétiques de PPARy suggérant un
mécanisme indépendant de PPARy. Il a été démontré qcte la l5d-PGJ2. et non la
troglitazone, module les effets de l’IL-13 en empêchant l’activation des voies de
signalisation de NF-KB et d’AP-l (Boyault et cd, 2001). Ceci indiquerait que la 15d-
PGJ2 pourrait emprunter des voies alternatives pour exercer ses effets anti-
inflammatoires et agir indépendamment à PPARy. Le facteur de transcription NE-KB
est reconnu comme étant un médiateur des réponses inflammatoires par l’activation
transciptionnelle de plusieurs gènes de cytokines inflammatoires, comme le TNF-a,
l’IL-1f3 et l’IL-6 (Shakhov et cd, 1990; Abc et aI, 1997). La 15d-PGJ2 pourrait
inhiber la voie de signalisation de NF-K3 à plusieurs niveaux. Un premier
mécanisme possible serait la compétition entre PPARy activé et NF-KB pour des
coactivateurs puisque NF-KB et les membres de sa famille requièrent aussi
O l’assistance des mêmes coactivateurs pour l’initiation de la régulation des gènes tels
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que CBP/p300 ou SRC-1 (Li et ai, 2000). Cette transrépression des agonistes de
PPARy, aussi connue comme étant PPARy-indépendante, expliquerait l’effet anti-
inflammatoire des ligands de PPARy. Il est acissi suggéré que PPARy s’opposerait à
l’activité d’AP-l et de NF-KB par interaction protéine-protéine (Kamei et cd, 1996;
Karin, 1998). Dccix mécanismes ont été proposés pour l’effet inhibiteur de la 15d-
PGJ2 sur la transcription dépendante de NT-KB (Straciss et aï, 2000: Rossi et cd, 2000).
Premièrement, par modification covalente des résidus cystéine dans le domaine de
liasion à l’ADN de la sous-unité p65 d’IKK (I-KB kinase), la 15d-PGJ7 mhiberait la
translocation de Nf-KB dans le noyau en empêchant la dégradation de 1KB.
Deuxièmement, la 15d-PGJ2 peut aussi inhiber l’activation de Nf-KB en se liant
directement sur NF-KB sans empêcher la dégradation de 1KB ou la translocation de
NF-KB (Strauss et ctï, 2000). L’inhibition de l’activité d’AP-l par la 15d-PGJ2 quant
à elle, est due à une interaction protéine-protéine oci encore une interaction protéine
ADN. La 15d-PGJ- modifierait de manière covalente la sous-cmité c-Jun d’AP-l en
se liant au domaine de liaison à l’ADN de cette sous-unité et empêcherait l’activité de
liaison d’AP-l à l’ADN (Perez-Sala et ctï, 2003).
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B. HYPOTHÈSE DE RECHERCHE ET OBJECTIFS
L’OA est une maladie associée à la dégénération dci cartilage, le remodelage
de l’os sous-chondral ainsi qtl’une inflammation de la membrane synoviale.
L’ensemble de ces modifications structurelles et fonctionnelles conduit à une pci-te
importante de la mobilité de l’articulation. Les traitements disponibles présentement
ne sont pas assez spécifiques et leur utilisation est associée à d’importants effets
secondaires.
La PGE2 est la principale PG produite dans les tisscis articulaires et des
niveaux élevés de la PGE2 ont été retrouvés clans le sérum et le liquide synovial des
patients souffrant d’OA. De nombreuses études in vivo et in vitro ont démontré qcte
la PGE2 est t-esponsable de la doulecir, de l’oedème et de la destruction des tisscis
articulaires. La production de la PGE2 peut être indtnte par des cytokines pro-
inflammatoires, notamment l’IL-1f3.
La PGES est l’enzyme responsable de la dernière étape dans la biosynthèse de
la PGE2. Des travaux in vivo et in vitro ont montré que l’activité de la rnPGES—1 est
couplée à celle de la COX-2 et est responsable de la production induite de la PGE.
Le PPARy, un facteur de transcription activé par des ligands spécifiques. est
capable de réguler ctn certain nombre de gènes inflammatoires dans plusieurs types
cellulaires.
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Nous pensons qu’une inhibition de l’activité et/ort de l’expression de ta
mPGES-1 permettrait d’inhiber sélectivement la production de la PGE2 et
constituerait une stratégie anti-inflammatoire plus efficace dans le traitement de l’OA.
Il est donc nécessaire de miectx comprendre les mécanismes qui régulent l’expression
de la mPGES-1. De plus, il est bien établi que l’OA possède une prédisposition
génétique. Nocts croyons qu’il existe une association entre deux polymorphismes du
gène de PPARy et la susceptibilité et/ou la sévérité de l’OA.
Les objectifs de ce projet de recherche sont, d’une part, d’étudier les effets des
ligands de PPARy sur la régcLlation de l’expression de la rnPGES-l dans tes
synoviocytes humains. D’autre part, il s’agit d’identifier la contribution de deux
polymorphismes de PPARy, la Pro12Ala et la C1431T, à la susceptibilité et/ou à la
sévérité de I’ OA dans une popLil ation canadienne-française.
Dans le but de trouver de nouvelles façons de traiter l’OA, cette étude
permettra d’obtenir une meilleure compréhension scir les mécanismes impliqués dans
la régulation de la mPGES-1, une nocivelle cible thérapeutique dans l’OA. De plus.
PPARy ayant des propriétés anti-inflammatoires, une meilleure compréhension de ses
rôles par les études polymorphiques éclairciront la contribcition de deux
polymorphismes du gène de PPARy dans l’OA. En somme, cette étude condcnra à
une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans l’OA pour le
développement de noti vel les stratégies thérapeutiques.
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SUMMARY
Membrane-associated prostagi andin (PG) E synthase- 1 (mPGES- 1) catal yzes the
conversion of PGH2 to PGE2, which contributes to many biological processes.
Peroxisome pro]ifei-ator activated receptor y (PPARy) is a ligand-activated transcription
factor and plays an important i-ole in growth. differentiation. and inflammation in
different tissues. Here, we examined the effect of PPARy ligands on interlecikin-1f3 (IL
1f3)-induced mPGES-1 expression in human synovial fibroblasts (HSF). PPARy Iigands
15-deoxy-A’2”4 prostaglandin J2 (15d-PGJ2) and the thiazolidinedione troglitazone
(TRO), but not PPARa ligand Wy14643, dose-dependently sctpptessed IL-1j3-induced
PGE2 production, as well as rnPGES-l protein and mRNA expression. 15d-PGJ2 and
TRO suppressed IL-1Ç3-induced activation of the mPGES-l promoter. Overexpression of
wild-type PPARy further enhanced, whereas overexpression of a dominant negative
PPARy alleviated, the scippressive effect of both PPARy ligands. furthermore,
pretreatment with an antagonist of PPARy, GW9662, relieves the sLlppressive effect of
PPARy ligands on rnPGES-I protein expression, suggesting that the inhibition of
mPGES-I expression is mediated by PPARy. Previous studies have shown that Egr-1
plays a pivotai i-ole in transactivation of mPGES-1 gene. We demonstrated that PPARy
ligands suppressed Egr-1-rnediated indctction of the activities of the mPGES-1 promoter
and of a synthetic reporter construct containing three tandem repeats of an Egr- 1 binding
site. The suppressive effect of PPARy ligands was enhanced in the presence of a PPARy
expression plamid. Electroploretic mobiÏity shift and supershift assays for Egr-1 binding
O sites in the mPGES-1 promoter showed that both 15d-PGJ2 and TRO suppressed 1L-1J3-
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induced DNA binding activity of Egr-1. This occurs whithout interfering with Egr-1
expression. These data define rnPGES-1 and Egr-1 as novel targets of PPARy and
suggest that inhibition of mPGES-1 gene transc1ption may be one of the mechanisrns by
which PPARy regul ates inflamrnatory responses.
o
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C INTRODUCTION
Prostaglandin E2 (PGE) is an important modulator of many physiological and
pathophysiological conditions including, ccli growth, vascular horneostasis.
inflammation, immune regulation, cancer, and arthritis (1, 2). The biosynthesis of
PGE2 requires two enzymes. Cyclooxygenase (COX; also termed PGH synthase),
converts arachidonic acid into PGH2. Subsequently, PGE synthase (PGES) converts
COX-2 derived PGH2 to PGE,. Two isoCorms of CCX exist. COX-1 and COX-2,
with similar enzymatic properties but distinctly diftèrent biological functions. COX-I
is expressed in most tissues and is responsibie for physio]ogical prodtiction of PGs.
COX-2, in contrast, is almost undectable under physiologie conditions but is strongly
induced in response to pro-inflummatory stimuli, growth factors, and mitogens (1-3).
C At least three distincts PGES isoforms have been identified, including
microsomal PGES-1 (mPGES-1), which was originally designated MGSTI-L-1 (for
membrane-bound GSTI-hke-I) (4, 5), mPGES-2 (6), and cytosolic PGES (cPGES. or
the heat shock protein-associated protein p23) (7). cPGES is constituvely and
ubiqciitously expressed and is preferentially coupled with COX-I promoting
immediate production of PGE2 (7, 8) By contrast, mPGES-I is markedly itpregulated
by proinfiammatory stimuli and is functionaÏly coupied with COX-2 pmmoting
delayed PGE7 synthesis (4, 5, 9). mPGES-2 is ctbiquitoctsly expressed in ctiverse
tissues (6); however, its role remains elusive. Stcidies with deletion of mPGES-1
demonstrated that this isoform is largeiy responsible for the production of PGE2 both
in vitro and in vivo (10, 11)
(J mPGES-1 protein expression is incluced in vitro in several ccli types after
74
treatment with the proinflammatory cytokines, inter1eukin(IL)-13, and tumor necrosis
factor (TNF)-Œ
and is down-regulated by antiinflammatory glucocorticoids (5, 12. 13). Moreover,
mPGES-1 was shown to be upregcilated in vivo in an animal mode! oC rheumatoid
arthritis (9) and lipopolysaccharides-induced pyresis (5). Increased levels oC mPGES
1 mRNA and protein were also detected in symptomatic atherosclerotic plaques, as
welI as various cancer ce!! unes and carcinoma (14-1$), sLtggesting that aberrant
expression of this enzyme cou!d contribctte to the pathogenesis oC these disorders.
Therefore, mPGES-1 may constitcite a potentia! target for therapeLttic intervention.
Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) are a fami!y of ligand
activated transcription factor belonging to the nuc!ear receptor superfamily (19). To
O date, three PPAR subtypes have been identified: PPARcL, PPAR/ and PPARy.
PPARŒ is highly expressed in the liver, heurt, kidney, and intestinal mucosa, where it
regulates lipid metho!ism. PPARy is predominant!y expressed in adipose tissue and
regulates adipocyte differentiation. PPARŒ is activated by eicosanoids, fatty acids
and the hypolipidemic drug Wy14643 (se!ective for PPARo). PPAR’y is activated by
the prostaglandin D2 metabolite 15-deoxy-A12”1-PGJ2 (15d-PGJ2) and synthetic anti
diabetic thiazo!idinedione drugs (e.g. troglitazone) (19). There is accumu!ating
evïdence that PPARŒ and PPAWy are implicated as important regu!ators of immune
and inflammatory responses. PPARŒ activation inhi bits inf!ammatory mediators
release from severai ce!l types (20-22). In addition, PPARŒ-deficient mice exhibited
o exacerbated inflammatory responses (23). PPARy activation resuits i
n the inhibition
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of various inflarnmatory events, such as the production of IL-1, TNF-a, and IL-6 in
monocytes/macrophages as well as the proliferation and the production of IL-2 by T
lymphocytes (24-26). Moreover, we have observed that PPARy Ïigands can scippress
the expression of the inducible nitric oxide synthase (iNOS), MMP-13 anci COX-2 in
human chondrocytes and the expression of MMP-1 in human synovial fibroblasts (19.
27, 28). These actions of PPARy Iigands were proven through repression of activities
of many transcription factors including nuclear factor-KB (NF-KB), activator protein I
(AP-1), signal transducers and activators of transcription (STATs), and nuclear factor
of activated T ceils (NFAT) (19, 24-28).
To date, lirnited information is available on the effect of PPARy ligands on the
induction of mPGES-I. Here, we analyze the effect of two PPARy ligands, 15d-PGJ2
and troglitazone, on IL-I f3-induced-mPGES -l expression in hurnan synovial
fibroblasts and investigate the rnechanisms underlying this regulation.
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O EXPERIMENTAL
Materiais -Human recombinant IL-1f3 was obtained from R&D Systems Inc.
15d-PGJ2, troglitazone (TRO), Wy14643, GW9226, and enzyme immunoassay
reagents foi- PGE2 assays were pctrchased from Cayrnan Chemical. Aprotinin,
leupeptin, pepstatin, and phenylmethylsuiphonyl fluoride (PMSF) were from Sigma
Aldrich. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DIVIEM), penicillin and streptornycin,
fetal caif serum (FCS) and Trizol reagent were scipplied by Invitrogen. [32P]ATP was
fi-om Amersham. Plasrnid DNA was prepared using a kit from Qiagen. FuGene 6
transfection reagent was from Roche Appiied Science. The tciciferase tepotter assay
system was from Promega. Ail other chernicals were urchased from either Fisher
Scientific or Bio-Rad. Anti-mPGES-1 antibody was from Cayman Chemical,
whereas anti-cPGES untihodies were from Cayman Chemical or Affinity
BioReagents. Antibodies against Egr-1, PPARy, and r3-actin were purchased from
Santa Cruz Biotechnology Inc. Polyclonal rabbit anti-mouse IgG coupled with HRP
and polyclonal goat anti-rabbit IgG with HRP were from Pierce.
Specinien selection ctnct ce!! culture- HSF were isolated from synovial
membranes obtained from osteoarthritic (OA) patients undergoing total knee joint
replacement. Ail OA patients were evaluated by n certified rheumatologist and
diagnosed on criteria developed by the American College of Rheurnatology
Diagnostic Subcornmittee for OA (29). Briefly. synovial flbroblasts were released by
sequential enzyrnatic digestion with I mg/ml pronase (Roche Applied Science) for I
h, followed by a 6 h incubation with 2 mglrnl collagenase (Type lA, Sigma) at 37 oc
in DMEM supplernented with 10 ¾ heat-inactivated FCS, 100 units/ml penicillin and
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100 tg/ml streptomycin. Ceils were inccibated for 1 h at 37°C in tissue cuitcire f asks
(Primaria 3824, Falcon, Lincoin Park, NJ) ailowing the adherence of nonfibroblastic
ceils possibiy present in the celi preparation. In addition, fiow cytornetric analysis
(Epic IL Coulter. Mianii, FL) using the anti-CDI4 (fluorescein isothiocyanate)
antibody confirmed that no rnonocyte/macrophages were present in the synovial
fibroblast preparation. The celis were seeded in tisscie culture fiasks and cctltured
until confluence in DMEM suppiemented with 10 ¾ FCS and antibiotics at 37° C in
humiditied atrnosphere of 5 ¾ C02/ 95 ¾ air. Oniy celis between passages 3 and 7
were used.
PGE assctvs- At the end of the incubation pebod, the culture medium was
collected and stored at — 80° C. Levels of PGE2 were determined cising a PGE2
enzyme immunoassay kit froni Cayman Chemical. The detection hmit and sensi[ivity
was 9 pg/ml. Ail assays were performed in duplicate.
Western bot analvsis-Cells were iysed in ice-cold lysis buffer (50 mM Tris
HCI, pH 7.4, 150 mM NaCI, 2 mM EDTA, 1 mM PMSf, 10 tgIm1 each of aprotinin.
leupeptin and pepstatin, 1 ¾ NP-40, 1 mM sodium orthovanadate (Na3VO4), and I
mM NaF). Lysates were sonicated on ice and centrifuged at 12 000 rpm for 15 min.
The protein concentration of the supematant was determined ctsing the bicinchoninic
acid method (Pierce). Twenty tg of total ceil lysate or nuclear extracts were
subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and electrotransfened to a
nitmceÏlulose membrane (Bio-Rad). After hiocking in 20 mM Tris-HCI, pH 7.5,
containing 150 mM NaC1, 0.1 ¾ Tween 20, and 5 ¾ (w/v) non-fat dry milk, blots
o
7$
were incubated overnight at 4 oc with primary antibodies and washed with wash
buffer (TBS pH 7.5, with 0.1 ¾ Tween 20). The blots were then incuhated with
horseradish peroxidase-conjugated seconclary antibody (Pierce), washed again,
incubated with SuperSignal Ultra chemilciminescent reagent (Pierce) and finally
exposed to Kodak X-Omat film (Eastman Kodak Ltd, Rochester, NY).
RIVA extraction aïzcl cDNA svnthesis-Total RNA was isotated from HSF using
the TRIzol reagent (Invitrogen), and dissolved in 20 pi of diethylpyrocarbonate
(DEPc)-treated-H20. One p.g of total RNA was treated with RNase-free DNase and
reverse-transcribed using Moloney Murine Leukernia Virus reverse transcriptase
(Fermentas, BurI j ngton, ON, canada) as detai Ïed in the manufacturer’ s gcu del i nes.
One fiftieth of the reverse transcriptase reaction was analyzed hy reai-time PR as
descrïbed beÏow. The following primers were used: mPGES-1: sense 5’-
GAAGAAGGccTTTGccAAc-3’ and antisense 5’-
GGAAGAccAGGAAGTGcATc-3’; cPGES: sense 5’-
GcAAAGTGGTAcGATcGAAGG-3’ and antisense 5’-
TGTccGTTcTTTTATGcTTGG-3’; and GAPDH :sense 5’-
cAGAAcATcATcccTGccTcT-3’ and antisense 5’-
GCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG -3’.
Reat-tiine Quantitative PCR- Quantitative PCR analysis was perforrned in a
total volume of 50 pi containing cDNA template, 200 nM of sense and antisense
primers and 25 tl of SYBR® Green master mix (Qiagen). Incorporation of SYBR’
Green dye into PCR products was monitored in real time using a Gene Amp 5700
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sequence detector (Applied Biosystems) allowing determination of the threshold
cycle (CT) at which exponential amplification of PCR products begins. After
incubation at 950 C foi- 10 min to activate the ArnpliTaq Gold enzyme, the mixtures
were subjected to 40 amplification cycles (15 s at 950 C for denatLtration and I min
for annealing and extension at 60° C). After PCR, dissociation curves were generated
with one peak, indicating the specificity of the amplification. A threshold cycle (CT
value) was obtained from each amplification cui-ve using the software provided by
the manufacturer (Applied Biosystems). Data were expressed as —fold changes
relative to control conditions (unstirnulated celis) using the AAC-r method as detailed
in the manufacturer’s guidelines (Applied Biosystems). A ACT value was first
calcuÏated by subtracting the CT value for the housekeeping gene GAPDH from the
CT value for each sample. A AACT value was then calculated by scibtuacting the AC1
value of the control from the ACT value of each treatment. Fold changes compared
with the control (unstirnulated cells) were then determined by raising 2 to the AACT
power. Each PCR reaction generated only the expected specific amplicon as shown
by the melting-temperature profiles of the final product and by gel electrophoresis of
test PCR reactions. Each PCR was perforrned in triplicate on two separate occasions
from at least three independent experiments.
PÏasmicls ctnd transielir trctnsf’ctioii—The human mPGES— 1 prornoter constrcict
(-538/-28) was kindly pt-ovided by Dr. TeITy J. Smith (University of California. Los
Angeles) (13). The hurnan expression vectors for wild type and dominant negative
PPARy were a kind gift from Dr. Krishna K. Chatteijee (University of Carnbndge,
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O Cambridge, UK) (30). The hciman Egr-1 expression vector and the pEgr-lMutx3-TK-
Luc reporter construct were generocisly provided by Dr. Yuqing E. Chen (Morehouse
School ofMedicine, Atianta) (31).
A 3-ga]actosidase reporter vector under the control of SV40 promoter (pSV4O-f3-
galactosidase) was from Promega.
Transient transfection experiments were performed using FuGene-6 (1 tg
DNA: 4 pi FitGene 6) (Roche Applied Science) according to the rnanufacturer’s
recommended protocol. Briefiy, HSF were seeded and grown to 50-60% confluence.
The cetis were transfected with Ï tg of the reporter construct and 0.5 tg of the
internai control pSV4O-f3-galactosidase. In cotransfecti on expeb ments the amount of
transfected DNA was kept constant by cising u conesponding ernpty vector. Six hours
luter, the medium was replaced with DMEM containing 1 % FCS. The next day. the
ceils were treated for another 14 h with or without IL-1f3 in the absence or presence
of 15d-PGJ2 or TRO. After harvesting, luciferase activity was determined and
normalized to Ç3-galactosidase activity (27).
Nitclectr E.vtract Prepct ration ancÏ Etectrophoretic Mobilitv Shift Assctv—
Nuclear extracts were prepared as previously described (28). Briefly, HSF were
washed in ice-coÏd PBS and gently scrapped in ice-cold hypotonic buffer containing
10 mM HEPES-KOH, pH 7.9, 10 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 0.5 mM DTT, 1 mM
PMSF, 1 mM Na3VO4 and 10 p.g/rnl of aprotinin, leupeptin, and pepstatin. The celis
were allowed to swell on ice and the nuclei were recovered by brief centrifugation.
The pellets were resuspended in high salt buffer containing 20 mM HEPES. pH 7.9,
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420 mM NaC]. 1.2 mM MgCI2. 0.5 mM DTT. 0.2 mM EDTA, 25 % glycerol, 0.5
mM PMSF, 1 mM Na3VO4 and 10 j.ig/ml of aprotinin, leupeptin, and pepstatin,
foÏlowed by incubation on ice for 20 min. The nuclear extracts were recovered by
centrifugation and pmtein concentration was deterrnined by the method of Bradford
(Bio-Rad).
A synthetic double-stranded oligonucleotide, conesponding to the Egr-I
motifs in the human rnPGES-1 promoter (5’-
GTGGGGCGGGGCGTGGGCGGTGCT-3’). was end-labeled by T4 p0t yn ctcleotide
kinase in the presence of [y-32P]ATP. The mutant competitol- oligonucleotide had the
following sequence with a 4-bp substitution (underlined): 5’-
GTGGTTCGGGGCGTGTTCGGTGCT-3’. The binding buffer consisted of 10 mM
Q Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM NaCÏ, 0.5 mM DTT, 0.5 mM EDTA, 1 mM MgCÏ2, 4 ¾
glycerol and 2.5 tg poly (dI-dC). Binding reactions were condctcted with 5 tg
nuclear extract and 100,000 cpm 32P-labeled oligonucleotide probe at 22 °C for 20
min in a final volume of 10 pi. In supershift assays, the antibody to Egr-1 (1
1g/reaction) was incctbated with the reaction mixture for 1 h at 4 °C before the
addition of 32P-labeled oligonucleotide. In cold competition assays, I00-fold molar
excess of cold wild-type or mutant oligonctcleotide was used. Binding complexes
were resolved on non-denaturating 6% polyacrylarnide gel electrophoresis in Tris-
borate buffer system, after which the gels were fixed, dried, and subjected to
autoradi ography.
Statisticcit cuzcttvsis-All resuits were calculated as the mean ± SEM of
oo
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independent experiments. Statistics were analyzed using Student’s 2-tailed t-test. p
values less than 0.05 were considered significant.
RESULTS
Effrct of PPAR tigctncLv on IL-i fi-inctuceci PGE2 prochtction und niPGES-] protein
expression in HSF-We initially examïned the effect of three distinct classes of PPAR
ligands on IL-1f3-induced PGE2 prodciction in HSF. 15d-PGJ1 and TRO, natural and
synthetic PPARy activators respectively, and Wy14643, a selective PPARc activator.
Quiescent HSF were stimulated with IL-13 (100 pg/rnl) in the absence or presence of
increasing concentrations of I5d-PGJ (5, 10, and 20 tM), TRO or Wy14643 (10, 25,
and 50 tM), and PGE2 production was determined. Under control ccli cultctre
conditions, HSF released low levels of PGE- and stirncilation with 1L-1f3 lcd to
severalfold increase in PGE2 production (Fig. 1). Pretreatment with increasing
concentrations of the PPAR’ ligands 15d-PGJ2 or TRO suppressed IL-13-induced
PGE1 production in a dose-dependent manner. Conversely, the selective PPARa
activator liad no effect on LL-1f3-induced PGE2 production (Fig. I).
To determine whether these changes in PGE2 release were related to
differences in arnounts of mPGES-1, Western blotting of ccli lysate protein was
caixied ocit. As expected, treatment with IL-13 resulted in a strong induction of
mPGES-1 protein expression (16 kDa) (Fig.2 A-C). Interestingly, both PPARy
ligands, 15d-PGJ and TRO suppressed IL-1f3-induced mPGES-1 protein expression
in a dose-dependent manner (Fig. 2A and 2B). By contrast, the PPARŒ-specific
activator, Wy14643, had no effect on IL-113-induced mPGES-1 expression (Fig.2C).
As shown in Fig. 2 (lower pannels), cPGES protein was constitutively expressed in
HSF and its expression tvas not significantÏy altered by these treatrnents. These
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resuits indicate that PPARy ligancis can inhibit IL-1J3-induced mPGES-1 expression.
The concentrations of 15d-PGL and TRO that inhibited IL-1r3-induced mPGES-1
expression and PGE2 production had no effect on ccli viabiJity as determined by
Trypan blue exclusion and MTT assays (data flot shown).
Activcttion of PPARy bibibits IL-J fi-inchiced niPGES-] expressioii ctt lie
transcriptional level-To fcirther elcicidate the rnechanism responsible for the changes
in amounts of mPGES-1 protein, we measured the steady-state level of mPGES-I
mRNA by quantitative RT-PCR. Treatment with IL-1Ç3 (100 pg/rnl) enhanced the
expression of rnPGES-1 mRNA (Fig. 3Â). Both 15d-PGJ2 and TRO close
dependently suppressed IL-1Ç3-induced rnPGES-I mRNA expression (Fig. 3A). In
contrast, and in agreement with the data in fig. 2C, the PPARŒ-speciflc ligand
Wy14643 had no significant effect on IL-1Ç3-induced mPGES-1 mRNA expression
(Fig. 3A). As expected, the level of cPGES rnRNA tvas not altered as a consequence
of treatment with IL-1f3 alone or in combination with either PPARy Iigands (Fig. 3H).
Thus, the level of mPGES-1 and cPGES mRNA expression mirrors the pattern of
their respective protein expression.
To determine whether the regulation of IL-1 j3-induced mPGES-1 rnRNA by
1 5d-PGJ2 and TRO occured ut the level of transcription, we carried out transient
transfection studies. Synovial Cibroblasts were transfected with a human mPGES-1
promoter (-538 to -28) region/ Iciciferase reporter gene construct and stirnulated with
IL-1Ç3 in the absence or presence of PPARy ligands. As shown in Fig. 4, IL-13
increased the luciferase activity of the mPGES-1 promoter and this activation was
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O dose-dependently reduced by 15d-PGJ2 (Fig. 4A). Similarly, treatment with
prevented IL-113-mediated activation of the mPGES-I promoter (Fig. 43). Ihus,
PPARy hgands suppress IL-1r3-induced rnPGES-1 promoter activity suggesting that
PPARy ligands exert their inhibitory effects on mPGES-1 expression through n
transcri pti onal mechanism.
Suppression of niPGES-1 expression lxv ]5d-PGJ2 ctnd TRO is mediateci lxv PPARy
PPARy ligands were reported to exert their transcriptional effects through PPARy
dependent and -independent rnechanisms (19). To evaluate the role of PPARy in the
suppressive effect of 15d-PGJ2 and TRO on IL-1f3-induced rnPGES-1 expression. we
performed additi onal transient transfection experÏ ments using wiÏd-type or dominant
negative (DN) PPARy expression plasmids. As shown in Fig. 5A, IL-I3-induced
activation of the mPGES-I promoter was reduced by 15d-PGJ2 (5 .iM) (bar 2 versus
bar 4) or TRO (10 liM) (bar 2 versus bar 5). Cotransfection with an expression
plasmid encoding PPARy also reduced IL-1r3-induced activation of the mPGES-1
promoter (bar 2 versus bar 3). Moreover, this effect was further enhanced with the
addition of either I5d-PGJ (bar 3 versus bar 6) or TRO (bar 3 versus bar 7). The
possibility that PPARy is involved in the repression of mPGES-1 was ftirther tested
using the PPARy double mutant (L468A/E471A), which was reported to exert
powerful inhibitory action on endogenocts PPAWy. It contains mutations in the AF-2
ligand-dependent domain, resulting in a marked impairment of co-activator
recruitment and transciptiona1 activation (30). The dominant negative activity of this
construct was confirmed in transient transfection experirnents using wild-type PPARy
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Q and a luciferase reporter plasmid consisting of three copies of the PPAR-responsive
element (PPRE) (data flot shown). While overexpuession of PPARy—DN on its own
had no significant effect on IL-1Ç3-induced rnPGES-1 promoter activation (bar 2
versus bar 3), it reÏieved the suppressive effects of both 15d-PGJ2 (20 !IM) (bar 4
verus bar 6) and TRO (50 tM) (bar 5 versus bar 7) (Fig. 5B), suggesting that the
inhibition of IL-13-induced mPGES-1 expression by 15d-PGJ2 and TRO is mediated
by PPARy. To confirm the involvement of PPARy in the suppressive efiects of 15d-
PGJ2 and TRO on IL-1 j3-induced mPGES-1 expression, we examined the action of
GW9662, a selective and ineversible PPARy anatagonist. HSF were preincubated
with increasing concentrations of GW9662 (1, 5, and 10 liM) for 30 min prior to the
addition of 15d-PGJ (20 tM) or TRO (50 tM) and were subsequently stirnulated
with JL-1j3 (100 pg/mJ) for 18 h. Western blot analysis revealed that GW9662 dose
dependently relieved the scLppressive effect of 15d-PGJ2 (Fig. 6A) and TRO (Fig. 6B)
on 1L-1f3-induced mPGES-1 protein expression. GW9662 on its own had no
significant effect on rnPGES-I expression (Fig. 6, Ïctst three Ïctizes). As expected the
leveÏ of cPGES protein expression was not altered by these treatrnents (Fig.6, louer
pannels). Taken together, these resuits suggest that 15d-PGJ2 and TRO inhbit IL-1t3-
induced rnPGES-t expression at the transcriptional level in a PPARy-dependent
mechanism.
PPARyactivation inhibits transcriptionaÏ ctctivation bv Egr—] -The transcription factor
Egr-1 had been shown to play u crucial role in the transcription of rnPGES-1 (32, 33).
Therefore, we investigated the effect of 15d-PGJ2 and TRO on Egr-1-mediated
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activation of rnPGES-1 promoter. As shown in Fig. 7, the activity of the mPGES-1
promoter was enhanced by cotransfection with human Egr-1 expression plasrnid (bar
Y versus bar 2) . However the activation of the mPGES-1 promoter by Egr-1 was
significantly attenuated by cotransfection with the human PPARy expression plasmid
(bar 2 versus bar 3). The activity of mPGES-1 promoter was also reduced by either
15d-PGJ1 (5 tM) (bar 2 verscts bar 4) or TRO (10 tM) (bar 2 versus bar 5). Moreover,
the suppressive effect of PPARy was further enhanced in the presence of 15d-PGJ
(bar 3 versus bar 6) or TRO (bar 3 verscts bar 7).
Next. we sought to confirm that the inhibition of Egr-1 transcriptional activity
is essential in the the suppression of mPGES-1 by PPARy. To this end, we analyzed
the effect of PPARy on the transcriptiona] activation of a synthetic luciferase reporter
construct containing three tandem repeats of the putative Egr-1 binding sequence,
pEgr-1x3-TK-Luc (31). As shown in Fig. 73, overexpression of the human Egr-1
cDNA induced a robust increase in the transcriptional activity of the above construct
(bar 1 versus bar 2). This activation was attenuated by cotransfection with the human
PPARy expression plasrnid (bar 2 versus bar 3). 15d-PGJ2 (bar 2 versus bar 4) and
TRO (bar 2 verscs bar 5) also reduced the transcriptional activity induced by Egr-1.
Again, the suppressive effect of PPARy was further enhanced in the presence of 15d-
PGL (bar 3 versus bar 6) or TRO (bar 3 versus bar 7). Taken together, these data
suggest that PPARy activation inhibits mPGES-1 promoter activation by interfering
with the Egr- I transcriptional acti vi ty.
PPARy tigands inliibit Egr-] biizcling ctctivitv- Egr-1 has been shown to bind to the
8$
GC box of the rnPGES-1 prornoter (32, 33). To establish whether IL-113 could induce
binding of Egr-1 to the mPGES-1 promoter and whether this was altered by PPARy
Iiands, we investigated the effect of 15d-PGJ and TRO on the binding activity of
Egr-1 using nuclear extracts from HSF and a radiolabeled ohgonucleotide
corresponding to the Egr-1 binding sites in the rnPGES—1 promoter. As shown in fig.
SA the binding of Egr-1 was strongly induced by IL-1Ç3 (lane 1 versus lane 2). When
the celis were treated with 15d-PGJ2 (lane 3-5) or TRO (lane 6-8) the formation of the
Egr-1/DNA complex decreased in a dose-dependent manner. This binding was
specific, as it could be completely abolished by coincubation with a 100-foïd moÏar
excess of unlabeled probe (lane 9). Coincubation, with a 100-o1d molar excess of the
mutant probe did flot affect Egr-1 DNA binding activity (Jane 10). The specificity of
this interaction was further observed by the supershift assays, showing n fur her
retardation in the electrophoretic rnobility of the Egr-1/DNA complex in the presence
of n specific anti-Egr- 1 antibocty (]ane 11). These resuits suggest that PPARy ligands
inhibit IL-1f3-induced rnPGES-1 expression by reducing Egr-1 DNA binding activity
to the promoter sequence.
To detemine whether the reduction of Egr-I DNA binding activity by PPARy
ligands in HSFs was due to inhibition ofEgr-1 expression, we examined the effects of
15d-PGJ2 and TRO on IL-1f3-induced Egr-1 protein expression. The celis were
pretreated with increasing concentrations of 15d-PGJ2 or TRO prior to stimcilation
with IL-113. In quiescent HSF, protein levels of Egr-l were very low. Treatrnent with
IL-f f3 (100 pg/mI) caused a robcist induction of Egi-1. Interestingly, neither 15d-PGL
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nor TRO altered IL-1f3-induced Egr-1 (Fig. 8B). These data suggest that 15d-PGJ2
and TRO are not general inhihitors of IL-1r3-induced gene expression and that the
inhibitory effect of PPARy ligands on mPGES-1 expression does flot involve
inhibition of Egr-1 protein expression.
o
o
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DISCUSSION
An expanding body of evidence indicates that PPARy and its Iigands play an
important role in the regulation of multiple inflammatory processes (24-26) (19, 27,
28). In the present study. we have extended these observations by showing that both
natural and synthetic PPARy Iigands inhibit IL-1f3-induced mPGES-Ï expression in
HSF. Furthermore, we elucidate the molecular mechanisrn underlying this effect. We
demonstrate that this suppressive efïect is transcriptional and PPARy-dependent.
Moreover, PPARy activation inhïbited the transcriptional and DNA binding activities
of Egr-I. Taken together, our resuits reveal a novel fcinction of PPARy. furiher
sLippoiting its role in the control of intiamrnatory responses.
Several lines of evidence indicate that the inhibitory effects of 15d-PGJ2 and
TRO on IL-1f3-induced mPGES-Ï expression are likely to act through PPARy
activation. First, treatment with the specific PPARŒ activator, Wy14653, had no
effect on IL-1f3-indciced mPGES-1 expression. Second. overexpression of PPARy
suppressed transcriptional activation of the mPGES-1 promoter, which was enhanced
by the addition of PPARy ligands. Third, overexpression of a dominant negative forrn
of PPARy relieved the inhibitory effect of PPARy ligands on the mPGES-1 activation.
finally, pretreatment with an ilTeversible pharmacological PPARy antagonist.
GW9662. overcame the inhibitory efïect of PPAR’y ligands on mPGES-1 protein
expression. However, inhibition of PPARy (via GW9662 or a DN), almost cornpletely
restored the suppressive effect of TRO, whereas the suppressive effect of 15d-PGJ2
was only partially restored, suggesting that 15d-PGJ2 can activate other PPARy
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independent signaling pathways to inhibit mPGES-1 expression. In this context,
several studies reported that 15d-PGJ2 inhibits many inflammatory responses by
mechanisms that are inclependent of PPARy, such as the expression of iNOS in
microglial ceils and astrocytes (34), the beta2-integrin-dependent oxidative burst in
human neutrophils (35) and the expression of CD95 ligand in T lymphocytes (36). In
addition, it was demonstrated that 15d-PGJ2 inhibits NF-KB signaling at different
levels, including modification of I-KB kinase activity, which reduces the NF-KBp65
nuclear transiocation, and by direct modification of the DNA binding domain of NF
KBp5O (37, 38). finally, Chawia et aI (39) examined inflarnmatorv responses in
macrophages derived from PPAR’y embryonic stem celis and reported that PPARy
Ïigands still repress LPS-induced iNOS and COX-2 expression. Elucidation of
PPARy-independent mechanisms of PPARy Iigands needs further studies.
The transcriptiona] induction of mPGES-1 is control]ed primarily hy Egr-1
through two Egr-1 binding motifs identified in the proximal promoter region ot the
rnPGES-1 region (32, 33). We hypothesized that inhibition of Egr-1 activity by
PPARy could be the rnechanism by which PPARy exerts its repressive effect on
mPGES-l transcription. By using reporter gene assays, we focmd that Egr-1 indeed
activated the mPGES-1 promoter, and this activation was redciced by cotransfection
with an expression vector for PPARy. Moreover, 15d-PGJ2 and TRO inhibited Egr-1-
mediated rnPGES-1 promoter, and this inhibition was further enhanced in the
presence of a PPARy expression plasmid. PPARy activation also inhibited Egr-1-
induced activation of a synthetic luciferase reporter construct contai ning three tandem
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repeats of Egr-I motif, sciggesting that PPARy inhibits Egr-1 transcriptional activity
in a promoter-independent manner. This is the first evidence that PPARy activation
inhibits Egr-1 transcriptional activity in HSF. In EMSA and supershift assays, we
observed that PPARy ligands reduced DNA binding of Egr- 1 to a radiolabeled
oligonucleotide colTesponding to the Egr-1 binding sites in the mPGES-I promoter.
Altogether, these resuits strongi y suggest that PPARy-medi ated repression of
mPGES-1 resuits from decreased Egr-I binding.
Several mechanisms can explain the repression of Egr-1 activities by PPARy.
One possibility is that PPARy activation suppresses Egr-1 expression. Indeed, PPARy
ligands were reported to inhibit hypoxia-induced Egr-1 expression in mononticlear
phagocytes (40). However, in our stcidy, 15d-PGJ2 and TRO had no effect on IL-1f3-
indctced Egr-I expression in HSF, suggesting that PPAR’y ligands inhibit Egr-I
transcriptionai and DNA binding activities in HSF by distinct mechanisms. A second
mechanism could be competition between PPARy and Egr-1 for binding to response
elements. This possibility is probably cinlikely as i) EMSA analysis showed no
binding of PPARy to an oligonucleotide coiiesponding to the Egr-I binding sites in
the mPGES-I promoter (data not shown); ii) The human mPGES-1 promoter
construct used in this study contains no consensus PPRE sequence iii) PPARy
activation inhibited Egr-I transcriptional activity in a promoter-independent manner.
Alternatively, PPARy may inhihit Egr-1 activity by directly binding to Egr-I and
inhibiting its DNA binding and/or transcriptional activity. In this context, PPARy has
been shown to inhibit NF-KB, NF-AT, and SP-l transcriptional activity through
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Q mechanisms that involve protein-protein interactions (26, 41, 42). Finally, PPARy
can attenuate Er-1 activities by competing for general transcriptional co-activators
scLch as CREB-binding protein (CBP/p300). CBP/p300 interacts with PPARy and
positi veÏy regcilates PPARy-dependent gene transcription (43, 44). Importantly,
CBP/p300 also interacts with Egr-1 and enhances its transcriptional activity (45, 46).
Thus, the sequestering of limiting arnounts of CBP/p300 by activated PPARy cocitd
account for the transcriptional repressive effect of PPARy ligands on Egr-1 activities
and mPGES-1 transcription. This is colToborated by our finding that overexpression
of a PPARy mcitant lacking transchptional co-activator recrctitment activity
overcornes the inhibitory effect of PPARy ligands on mPGES-1 promoter activity.
In addition to Egr-1, the mPGES-1 promoter contains binding sites for
transcription factors ( AP-1 and SP-1) (32, 47) known to associate andlor to be down
regulated by PPARy(24, 25, 42) AlthocLgh the role of those elements in IL-1Ç3-induced
mPGES-I transcription is stili unknown, we can flot exciude the possibility that
PPARy interaction with these transcription factors may be involved in the repression
of mPGES-1 expression. The ahility of PPARy to repress Egr-1-rnediated
transcription may be of relevance for other inflammatory genes. Indeed, and as stated
above, PPARy ligands were reported to inhibit the expression of IL-1f3, TNF-Œ, IL-2
and several chemokines. hiterestingly, Egr-1 activation is involved in the
transcriptional activation of these gefies (48-50). Therefore, it is possible that PPARy
mediated Egr-I repression may be part of the mechanisms by which PPARy down
regulates these genes. Moreover, it was recently reported that Egr-1 positively
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regulates expression of PPARy. This is consistent with the suggestion that
upregulation of PPARy expression by Egr-1 may constitute a negative feedback
mechanism by which Egr-1 inhibits expression andlor signaling pathways of pro
inflammatory mediators.
Several studies demonstrated that PPARy ligands attenuate inflammation in
vivo in animal models of experimental allergic encephalomyeletis (51), inflammatory
bowel disease (52), lupcis nephretis (53), atherosclerosis (54). and arthritis (55, 56).
Thus, inhibition of mPGES-1 could be part of mechanisms by which PPARy inhibit
inflammatory responses in vivo. In addition to inflammation, increased expression of
mPGES-l may have important consequences in other pathological conditions. For
instance, increased expression of mPGES-1 has been descibed in symptomatic
atherosclerotic plaques, and varions carcinoma and cancer celi unes (14-18). PPARy
ligands may therefore have clinical application not on]y in chronic inflammatory
conditions but neoplastic diseases as well.
In conclusion, we show for the first time that PPARy activation suppresses
mPGES-1 expression via negative interference with Egr-1. This nove] function of
PPARy ligands further supports the role of PPARy in inflammation and suggests that
the modulation of this gene expression by PPARy ligands may constitute an
additional therapeutic toc] to take into account for the treatment and/or prevention of
inflammatory and neoplastic diseases.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Effect of PPAR agonists on IL-13-induced PGE2 production in HSf.
Confluent HSF were treated with increasing concentrations of 15d-PGJ-, TRO or
Wy14643 for 30 min before incubation in the absence or the presence of 100 pg/ml
IL-1 for 18 h. The culwre media were collected and PGE2 production was
determined. Data are expressed as mean ± SEM from four independent experiments.
p<O.05 compared with celis treated with IL-1Ç3 alone (control).
Fig. 2. Effect of PPAR agonists on 1L-l3-induced mPGES-l protein expression
O in 11SF. Confluent HSf were treated with increasing concentrations of 15d-PGJ (A),
TRO (B) or Wy14643 (C) for 30 min before inctibation in the absence or the
presence of 100 pg/ml IL-1[3 for 1$ h. Ccli lysates were prepared and analyzed for
mPGES-1 protein by Western blotting. In the middte pctnel, the blots were stripped
and reprobed with a specific anti-f3-actin antibody. The expression of cPGES vas
also analyzed (tower panel). These blots are representative of similar resuits obtained
from four independent experi ments.
Fig. 3. Effect of PPAR agonists on IL-1-induced mPGES-1 rnRNA expression
in HSF. Conficient HSF were treated with increasing concentrations of 15d-PGJ,,
TRO or Wy14643 for 30 min before incubation in the absence or the presence of 100
C
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Q pg/rnl IL-1r3 for 12 h. Total RNA was isolated; cDNA was synthesized; and mPGES
1, cPGES and GAPDH mRNAs were quantified tsing real-time quantitative PCR.
The resuits are expressed as —foid changes, considering 1 as the value of untreated
ceils. Ail expei-iments were performed in triplicate, and negative controis without
template RNA were inciuded in each experirnent. The resuits are the mean ± SEM of
three independent experiments. p<O.OS: cornpared with celis treated with LL-1f3
alone (control).
Fig. 4. 15d-PGJ2 and TRO inhibit the transcriptional activity of rnPGES-1
prornoter. HSF were cotransfected with 1 ig/wel] of the human mPGES- 1 promoter
(-538/-28) construct ligated to luciferase and 0.5 tg of the internai control pSV4O-f3-
galactosidase, using FuGene 6 transfection reagent. The next day, transfected celis
were incubated with increasing concentrations of 15d-PGJ2 (A) or TRO (B) in the
absence or presence of IL-1f3 (100 pg/rni) for 14 h. Luciferase activity values were
determined on ceil extracts and normalized to Ç3-gaiactosidase activity. Resuits are
expressed as -foid induction, considering I as the value of unstimuiated ceils. and
represent the mean ± SEM of four independent experirnents. , p<O.OS: compared
with ceils treated with IL-113 aione (control).
Fig. 5. Effect of PPARy and dominant negative PPARy on 15d-PGJ2- and TRO
rnediated suppression of mPGES-1 prornoter activity. HSF were cotransfected
o with the mPGES-1 pmrnoter (1 tg/weIl), the internai controi pSV4O-Ç3-gaiact
osidase
r -
I U.)
(0.5 tg/wel1), and 0.5 tg of vectors expressing PPARy (A) or DN-PPARy (B). The
total amount of transfected DNA was kept constant by addition of empty vector. The
next day, cells were treated with the indicated concentration of 15d-PGJ2 or TRO in
the absence or presence of 100 pg/ml IL-1r3 for 14 h. Luciferase activity values were
determined on celI extracts and normalized to Ç3-galactosidase activity. Results are
expressed as -fold induction, considering 1 as the value of unstimulated celis and
represent the mean ± SEM of four independent experiments. ‘, p<O.O5 cornpared
with celis treated with IL-113 alone (control).
Fig. 6. PPARy antagonist (GW9662) alleviates the suppressive effect of 15d-PGJ2
and TRO on IL-113-induced rnPGES-1 expression. Conficient HSF were pretreated
with increasing concentrations of GW9662 for 30 min. Then, the cells were treated
with or without IL-1f3 (100 pg/rnl) for 18 h in the absence or the presence of 20 p.M
15d-PGJ2 (A) or 50 jiM TRO (B). Cdl lysates were prepared and analyzed for
mPGES-1 protein by Western blotting as described under Materials and Methods. In
the lower pcuteÏ, the blots were stripped and reprobed with a specific anti-f3-actin
antibody. These blots are representative of similar results obtained from four
independent experiments.
Fig. 7. PPARy lïgands inhibit mPGES-1 gene transcription by interefring with
prornoter transactivation by Egr-1. HSF were cotransfected with mPGES-1-Luc (A)
or p3xEgr-1-Luc (B) and an expression plasmid for Egr-1 with or without PPARy.
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The total amount of transfected DNA was kept constant by addition of ernpty vector.
The next day, the cells incubated with the indicated concentration of 15d-PGL or
TRO for 14 h. Luciferase activity values were determined on ccli extracts and
normalized to 3-galactosidase activity. Resuits are expressed as -fold induction,
considering 1 as the value of ceils transfected with the reporter construct alone. and
represent the mean ± SEM of four independent experirnents. ‘. p<O.05; cornpured
with cells transfected with Egr-1 alone (control).
Fig. 8. PPARy Iigands inhibit DNA binding activity of Egr-1. A, confluent HSF
were pretreated with increasing concentrations of 15d-PGJ2 or TRO Cor 4 h, followed
by the addition of IL-1f3 (100 pg/ml) foi- 1 h. Nuclear extracts (5 tg) were inccihated
Q with a 32P-labeled oligonucleotide containing the two Egr-1 binding sites of the
mPGES-1 prornoter. Specificity of binding was confirrned using 100-foid molar
excess of unlabeled oligonucleotides containing wild type (wt) or mcitated (mt) Egr-1
binding sites. Positions of Egr-1/DNA compiex (Egr-1), nonspecific binding (NS)
and supershifted band (SS) are indicated. A representative resuit of 4 indepenclent
exprirnents is shown. 3, Confluent HSF were treated with increasing concentrations
of 15d-PGJ2 orTRO or Coi-4 h. followed by the addition of IL-113 (100 pg/ml) foi- I h.
Nucicar extracts were prepared and analyzed for Egr-1 protein by Western blotting.
This blot is repi-esentative of similar resuits obtained from 3 independent experiments.
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Abstract
Objectives: To study the association between two common po]yrnorphisms in the
peroxisorne proliferator-activated receptor gamma (PPARy) gene and susceptibility to.
and severity of, osteoarthritis (OA) in a French-Canadian population.
Methods: Genomic DNA was obtained from 172 patients with OA and 210 ethnically
matched healthy controls. Genotyping for the PPARy gene po]ymorphisrns (Prol2AÏa
and C1431T) was pertormed using polymerase chain reaction-restrictïon fragment
length polymorphism. The standard Kellgren/Lawrence (KIL) grading score and the
French version of the Western Ontaio and McMaster Universities Osteoarthritis
Index (WOMAC) were used to assess the radiological and functional severity of the
disease. Estimated haplotypes were generated using the expectation maximization
algorithm. Genotype and allele frequencies were compared between cases and
controls using the test.
Resuits: Genotype and allele frequencies for either polyrnorphism in the PPARy gene
were flot significantiy different between OA patients and controls. Moreover. no
significant differences were observed after stratification of patients according to age
at disease onset, radiographie or functional severity. Similarly, haplotype analysis of
both polyrnorphisms in the PPARy gene showed no association of any hap]otype with
susceptibility to, or severity of, OA.
Conclusion:
Our findings suggest that the examined polymorphisms in the PPARy gene do not
contribute significantly to susceptibility to, or severity, of QA in French-Canadian.
o
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Introduction
Osteoarthritis (OA) is the most common form of arthritis and is a leading cause of
disability in developed countries and throughout the world (1). Knee OA is
accompanied by pain, stiffness, and loss of function. Pathologically, it is
characterized by synovial inflammation and progressive degeneration of articctlar
cartilage. These processes are thought to be largely mediateci throLtgh excess
production of proinflammatory mediators, inciciding, interleukin-1f3. (IL-1f3). nitric
oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2) and matrix metalloproteinases (MMPs) (2, 3).
Although the etiology and the pathogenesis of OA are unknown, epidemiological and
genetic studies have det;onstrated that genetic factors ai-e strong determinants in OÀ
(4-6). Therefore, identifying susceptibility genes is a promising approach to
understand the molecular basis and the pathogenesis of OA. Population-bused
association and genetic linkage studies have identified a number of candidate genes
including type I collagen (COLlAI) (7), COL2A1 (8), aggrecan (9). estrogen
receptor a (10, 11), vitamin D receptor (7) IL-4 (12), and the IL-1 gene cluster (13,
14).
The pemxisome proliferator-activated receptor y (PPARy) is a nuclear
hormone receptor that acts as an important regulator of adipocyte di lierentiation and
lipid and glucose metabolism. It is expressed predominately in adipose tissue, spleen,
and large colon (15-17). Previous studies showed that PPARy is also expressed in
articular cartilage, and that PPARy may have protective effects in OA. PPARy
activation prevents the expression of a number of genes involved in the pathogenesis
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of OA, including, IL-1f3, the inducible NO synthase (iNOS), cyclooxygenase-2
(COX-2) and microsornal prostaglandin E synthase-1 (mPGES-1) (1$-23). PPARy
activation also appear to be chondroprotective hy negatively regulating the expression
of MMP-1 and MMP-13 and by preventing proteoglycan degradation (18, 19, 24). In
addition, treatrnent with the synthetic PPARy activator, pioglitazone, shows beneficial
effects in an experimental model of OA (25). These data suggest that PPARy could
be a candidate gene for scisceptibility to OA. Several genetic variants in the PPARy
gene have been descrïbed, the most prevalent being ProI2AÏa and C16IT (26). The
Pro I2Ala polymorphism resciits from a CCA-to-GCA missense mutation in codon 12
of exon B of the PPARy gene. Since this mutation is located in the ligand
independent activation domain of the protein (27), it may cause conformational
changes, and consequently affect its activity. The Prol2Ala polymorphism lias been
associated with improved insulin sensitivity (27, 28), reduced risk of type 2 diabetes
(29), myocardial infauction (30), and atherosclerosis (31). The suent C1431T (also
refened to as CI61T) polymorphism in exon 6 has been associated with increased
plasma level of leptin (32). reduced isk of coronary artery disease (33), and survivat
in immunoglobulin A nephropathy (34).
Since PPARy displays anti-inflammatory and chondroprotective properties, it is
reasonable to speculate that polymorphisrns within this gene cocild influence
susceptibility to, or severity of, OA. Therefore, we conducted a case-controlled study
to evaÏuate whether the Prol2Ala and CI6IT polymorphisms are retated to OA in a
French Canadian population.
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SUBJECTS AND METIIODS
Subjects
One hundred and seventy-two knee OA patients were recruited from the outpatient
Rheumatology Clinic ut the Centre Hospitalier de l’Université de Montréal (Montreai,
Quebec, Canada). Ail patients were symptomatic and were treated on u regular basis.
Patients with auto-immunes diseases, patellofemoral OA or with OA secondary to
other conditions (including inflammation, sepsis, metabolic abnorrnalities, and trauma)
were excluded. Control subjects weie recruited fmm outpatient clinics ut the Centre
Hospitalier de l’Université de Montréal. Eligible participants were ctnrelated
individuals, aged 55 years, and older and who haci no histories of arthritis. knee
trauma or pain (35). AIl cases and controïs were French Canadians who lived in or
Q around Montreal. This study was approved by the ethical committees of Notre-Dame
Hospital, and written informed consent was obtained from each participant.
Assessment of OA
Knee OA was assessed by physical examination and confirmed by radiographs. For
each patient, anteroposterior weight-bearing x-rays of the knees were taken and
graded on a 5-point scale (0-4) according to Keligren and Lawrence (5). Radiographie
findings of QA were classified into mild (Kellgren-Lawrence grade I or 2) or severe
(Kellgren-Lawrence grade 3 or 4). Patients were also evaltiated for functional severity
using the Western Ontario and McMaster University Osteoarthritis Index (WOMAC)
(36), a validated disease-specific questionnaire addressing the severity of joint pain (5
questions), stiffness (2 questions) and physical functioning (17 qctestions). The visual
analog scale (VAS; 0 = best, 100 = worse) version of the index was cised, with the
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Q patient assessing each question on a 100 mm VAS. The total WOMAC index was
caiculated by the sommation of aIl 24 components, with 2400 mm being the worst
possible score.
Genotyping and analysis of PPARy polyrnorphïsrns
Genomic DNA was prepared from whoie biood samples using QIArnp DNA blood
Midi Kits (Qiagen. Mississauga, ON, Canada) according to the manctfacturer’s
recommended protocol. Analysis of PPARy gene poiymorphisms was performed
using polyrnerase chain teaction (PCR) and restdction fragment iength polymorphism
(RFLP). Ail reactions were performed in a Biometra Uno II Thermocycler (Biotech
mc, Montreai, QC. Canada) in a total volume of 50 tl, containing 100 ng DNA. 50
mM KCÏ, 20 mM Tris HCÏ (pH 8.4), 1.5 mM MgCl2, 200 tM of each dNTP, 0.2 i.tM
of each primer, and 1 unit of Taq DNA polymerase. Samples were subjected to
denaturation at 94°C for 5 mm, followed by 31 amplification cycles (15 s at 95°C for
denaturation, and 1 min for annealing and extension at 60°C). This was followed by
final extension at 72°C for 10 min. The PCR products were digested with restriction
enzymes according to the recommendations of the enzyme supplier. The fragments
were separated by electrophoresis on 3% agarose gel and ethidium bromide-stained.
For the ProI2Ala polyrnorphism in exon 2, the sense and anti-sense primers were 5’-
GCCAATTCAAGCCCAGTC-3’ and 5’-
GATATGTTTGCAGACAGTGTATCAGTGAAGGAATCGCTTTCCG-3’.
respectively. The 270-bp PCR products were digested with BstU-I pnor to
O electrophoresis. The genotypes were determined as follow: a single 270 bp fragment
119
for the Prol 2Pro (CC) genotype, two fragments of 227 and 43 bp for Alal 2Ala (GG)
genotype, and three fragments of 270, 227 and 43 bp for Pro 1 2Ala (CG) genotype.
For the Cl 431 T polymorphism in exon 6, the forward and reverse primers were 5’-
AGGTTTGCTGAATGTGAAGC -3’ and 5’-GGTGAAGACTCATGTCTGT-
3’, respectively. The 204 bp PCR products were digested with PmlI resulting in two
fragments of 154 and 50 bp for the CC genotype, one fragment of 204 bp for the II
genotype and three fragments of 204, 154 and 50 bp for the CI genotype.
Statistical Analysis
The data were analyzed with the SP$$ 13.0 software (SPSS mc, Chicago, Il). The
differences in genotype distribution and allele frequency amongst groups and the test
O for Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) were analyzed using the x2 test. Maximum
likelihood haplotype frequencies were calculated using an expectation-maximization
algorithm (37) (available online at
http://www.istech.info/istechlboard/login_forrnjsp). Findings were considered
statistically significant at P values less than 0.05.
o
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RESULTS
Subject characterïstics
Table 1 shows the dernographic and clinical characteristics of the study population.
Ail patients and controis were french Canadian and carne from the sarne geographicai
area. The two groups were cioseiy rnatched for age, and the percentage of female was
higher in the OA group. BMI is higher in cases than in controis, though the difference
was flot statisticaiiy significant. The mean age of OA onset was 55.5 ± 9.1. Forty
eight percent of’ OA patients had disease onset at age cinder 55.5 years. The mean age
of disease duration was 8.5 ± 6. Seventy-seven percent of OA patients had severe
radiographic OA (KeÏlgren-Lawrence grade 3 or 4). Fifty-one percent of OA patient
had severe symptomatic OA (WOMAC score>104). Most of OA patients were taking
analgesics, NSAIDs or COXIBs.
Frequencies of PPARy gene polymorphisms in OA and control groups.
Genotype and al]ele frequencies for PPARy ProI2Ala and C1431T polyrnorphisrns
are shotvn in Table 2. The observed genotype frequencies were in Hardy-Weinberg
equilibrium in both the patient and the control populations. Genotype and allele
frequencies of the Prol2Aia polymorphisrn were flot significantly different between
OA patients and control subjects. There were also no significant differences in the
genotype and allele freqctencies of C1431T polymorphism between both populations.
Since the proportion of subjects who were homozygous was srnall (1.8% for
ProI2Ala. and 2.3% for C1431T), the heterozygous and homozygous variant
o
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genotypes were combined in further analyses.
PPARy gene polymorphisrn in patients with OA stratified by age of OA onset,
radiographic and functional severity.
To determine the effect of PPARy gene polyrnorphisms on age of disease
onset, we divided our patients into two groups according to the median age of QA
onset (55.5 years) and cornpared PPARy genotype distributions and allele frequencies.
Early onset OA patients were defined as those with disease onset at age under 55.5
years, whereas late onset patients had their disease onset at age above 55.5 years. The
genotype distributions and allele frequencies of the Prol2Ala and C1431T
polyrnorphisrns were flot significantly different between early onset OA, late onset
OA patients, and control individuals (Table 3). Stratification by gender also revealed
no significant differences between OA patients and control individuals (data not
shown).
Next, we examined the effect of PPARy polymorphisrns on the risk of severe
radiographie or severe fcinctional OA. Radiographically severe OA patients were
defined as those whose Kellgren-Lawrence grade was 3 or 4, whereas
radiographicatÏy mild OA were defined as having a Kellgren-Lawrence grade oC 1 or
2. Functionally severe OA patients were defined as those with a WOMAC index
score >104, while those with a WOMAC score index 104, were defined as a
functionally rnild OA group.
There was no significant difference in the genotype distribcitions and allele
frequencies of both polyrnorphisrns between patients with severe or mild radiographie
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OA and control individcials. Similarly, there were no differences between patients
with mild or severe functional OA and controls.
Haplotype analysis
To investigate whether one particular haplotype is associated with sctsceptibility to
OA, haplotype frequencies of both polymorphisms (SNPs) were estirnated by using
the maximum-likelihood estimation method (37). The frequencies of the 4 possible
haplotypes, for the 2 SNPs, in the OA and control groups are shown in table 4. The
most frequent haplotype (Pro-C) accounted for 85 % of the total OA, and 83.6% of
the total control population; this is consistent with previous reports on Cacicasian
populations (29, 38). As shown in Table 4, haplotype frequencies were not
statistically different between the OA patients and the control population. In a
separate analysis, we found no differences in PPARy haplotype frequencies between
OA patients, stratified according to age at onset, sex, radiographie, and functional OA
severity, and controls (data flot shown).
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Discussion
The present study is the first atternpt to evaluate the role of two PPARy gene
polymorphisms, Prol2Ala and C1431T, in the pathogenesis of OA. These PPARy
polymorphisms have been implicated in several disorders such as type 2 diabetes (27)
(29), insulin sensitivity (2$), rnyocardial infarction (30), comnary artery disease (33)
atherosclerosis (31), and immunoglohulin A nephropathy (34). In view of the
pailicular relevance of PPARy in inflammation and cartilage metabolism (1$-23. 23,
24), we speculated that PPARy gene polymorphisrns may contribute to the
pathogenesis of OA. However. in the present study we found no evidence of an
association of these polymorphisms with either the occurrence or the severity of OA.
Genotype and allele frequencies of both polymorphisms were distributed according to
the Hardy-Weinberg equilibrium. There was no significant difference in the
frequency of either polymorphism or haplotypes between OA patients and controls.
The observed lack of association may simply reflect that these polyrnorphisms have n
minor or no i-ole in the susceptibility to OA. Another likely possibility is that the
PPARy polymorphisms might be involved in OA, but this influence was too small to
be detected with oiir stctdy size. and hence LI larger sample size could have been
required. A]ternative]y, a possib]e association could have been weakened by disease
heterogeneity, environrnental factors or gene-environment interactions as previousl y
demonstrated for this gene (39, 40).
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It is possible that the PPARy gene polymorphisms are associated with disease severity,
rather than susceptibility. However, stratification based on severe radiographic
damage or functional disability showed no association with either SNPs individually
or haplotypes. It should be noted, however, that the patients in our study had
Iongstanding QA (mean duration of 8.5 years), and were aIl undergoing active
management of their disease which would tend to obscure a possible association.
furthermore, measures of diseuse severity at only a single point are unlikely to reflect
the influence that a gene polyrnorphisrn may have on OA developrnent. A prospective
study with an inception cohort of patients with OA and several meastirements of
disease sevelity over time vill be needed to better address this issue.
Our study has a number of limitations. First, and as discussed above, octr sample size
was small, which may limit statistical power to detect any existing association.
Second, radiographs were flot taken for the control subjects. Felson et al (41) noted
that the prevalence of symptomatic knee OA is only 9.5% of radiographically defined
knee OA. Therefore, we can flot exclude the presence of asymptornatic OA in the
control group, possibly weakening the statistical power of our stctdy. Third. we
examined only two polymorphisms in this study because of their relatively high
frequency. However, several additiona] polyrnorphisms have been identified within
the PPARy gene (26), and thus it is quite possible that these polymorphisms
contribute to the susceptibility to, or severity of, OA. Finally, the control of PPARy
expression and activity in vivo are complex and flot welt understood, and coLild be
sctbject to modcilation by polyrnorphisms in other genes. The continued accumulation
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of data in SNP databases will heip enabie these studies.
The PPARy polyrnorphism, Prol2Ala, bas been shown to be associated witb reduced
bone minerai density (BMD) in postmenopausal Japanese women (42) and OA is
known to be associated with increased BMD (8). Unfortcinately, BMD data were not
availabie in our study.
A number of previotis studies have examined PPARy polyrnorphisms in relation to
BMI, however, the resuits of these stctdies were inconsistent. ProI2Ala has been
found to be associated either with a higber BMI (43) or witb Iower BMI (44), while
other studies have found no association (45). Similarly, C1431T polyrnorphism bas
been variabÏy associated with either increased (46), or cinchanged (32) BMI. Reasons
for such discrepancies couid he related to study design (insufficient statisticLti t)O’e1).
Q ethnic differences, and genetic hetemgeneity. In octr study, no association was focind
between either poiymorphism and BMI. This is inconsistent with the tlndings of
Robitaille et al (47), who showed that the ProI2Ala polyrnorphism is associated with
increased BMI in a French Canadian population. One explanation for these divergent
findings could be that our study was perforrned with individuals older than 55 years,
enrolled from the general population, whereas Robitaille et al (47) stctdied a yocinger
obese population.
In conclusion, our data suggest that the investigated PPARy polymorphisrns are not
associated with susceptibility to, or severity of, OA in the French Canadian
population and can therefore flot be regarded as a major cause of OA. These findings
wili requïre replïcation in patients with OA from different ethnic populations.
o
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Table 1. Characteristïcs ot the study subjects
Groups Knee QA Control
(n=172) (n=210)
Age (years) 63.9 ± 8.5 63.6 ± 6.6
Sex (Male/female) 112/57 62/148
Body mass index (kg/m2) 32.1 ± 5.9 26.7 ± 4.2
O Age at onset (years) 55.5 ± 9.1
Disease duration (years) 8.5 ± 6.00
Kel Ï gren-Lawrence grade
1-2 39 (22.6%)
3-4 133 (77.3%)
WOMAC score
O-104 83 (48.8%)
105-240 86 (51.2%)
Q Values are expressed as mean ± standard deviation or as numbers (¾).
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G Table 2. PPARy genotype distributions and allelic frequendes In patients wfth OA and
controls
tenotype n (‘X’) bAllele n (%)
Polymorphism OA Control OA Control
(n=172) (n=210) (n=344) (n=420)
Pml2Ma
Prol2Pro 138 (802’X) 159 (75.7%) Pro 307 (89.2%) 366 (87.1%)
PmI2AIa 31 (18%) 48 (223%)
Mal2Ma 3 (1.8%) 3 (1.4%) Ala 37 (10.7%) 54(12.8%)
X2 1.37 0.79
P 0.50 0.37
C1431T
CC 135 (78.48%) 163 (77.6%) C 303 (88.1%) 371 (88.3%)
Cf 33 (19.1%) 44 (20.9%)
fl 4 (2.3%) 3 (1.4%) T41(L1.9%) 49(11.6%)
X2 0.57 0.01
P 0.75 0.91
A total of 172 patients with osteoafthrkis (OA) and 210 control individuals weœ included in the
study. aControl individuals venus patients using the z2 test with 3 x 2 contingency table.
individuals venus patients using the X2 test with 2 x 2 condngency table.
Q
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Table 3. PPARy gene potymorphisrns in patients with OA stratified by sex, age al onset,
radiographic and functïonal severity.
Polymorphism Feature of osteoarthritis (clinical subtypes)
EJ)L(lIii(e
Ear]y Late Mild Severe Mild Severe
(n=83) (n=89) (n=39) (n=133) (n=$1) (n=$7)
Pro l2AIa
Genotype distribution
Prol2Pro 66 (79.5%) 72 ($0.9’7c) 31 (79.5%) 107 ($0.5%) 67 (79.8%) 70 (80.5 %)
Prol2Ata + AlaI2Ala 17(20.5%) 17(19.1%) $ (20.5%) 26(19.5%) 17(20.2%) 17(19.5%)
0.48 0.95 0.26 1.05 0.55 0.78
P 0.49 0.32 0.61 0.30 0.45 0.37
Allele frequencies
Prot2 146 (88.0%) 161 (90.4%) 69 (88.5%) 23$ (89.5%) 149 (88.7%) 156 (89.7%)
A1a12 20(12.0%) 17 (9.6%) 9(11.5%) 28(10.5%) 19(11.3%) 18(10.3%)
0.32 2 0.29 1.59 0.66 1.32
P 0.56 0.15 0.5$ 0.20 0.41 0.25
O
Genotype distribution
CC 64 (77.1%) 71 (79.$%) 32 (82.1%) 103 (77.4%) 66(78.6%) 68 (78.2 %
CT + TT 19 (22.9%) 18 (20.2%) 7 (17.9%) 30(22.6%) 18 (21.4%) 19 (21.8%)
0.06 0.06 0.24 0.05 0 0.004
P 0.80 0.81 0.62 0.82 1 0.94
Allele frequencies
C 144(86.7%) 159(89.3%) 70(89.7%) 233 (87.6%) 148(88.1%) 153(87.9%)
T 22 (13.2%) 19(10.7%) 8(10.3%) 33 (12.4%) 20(11.9%) 21 (12.1%)
X2 0.2$ 0.12 0.13 0.0$ 0.007 0.01
P 0.59 0.72 0.72 0.77 0.93 0.89
Data were analyzed using the x test with 2 x 2 contingency table.
Early onset OA patients were defined as those with disease onset at age under 55.5 years, whereas
late onset patients had disease onset at age above 55.5 years. ‘Radiographically severe OA patients
were defined as those whose Kellgren-Lawrence grade was 3 or 4, whereas radiographically rnild
OA were defined as Kellgren-Lawrence grade 1 or 2. cFunctionally severe OA patients were defined
as those with a WOMAC index score >104, whïle those with ti WOMAC score index 104. were
O defined as a functiona]ly rni]d OA group.
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(3 Table 4. PPARy haplotype frequencies in OA patients and controls, predicted by an EM
algorithm.
Haplotype OÂ Control
(n = 172) (n = 210) P value
Pro-C 295 ($5.4t) 351 (83.6%) 0.55
Pro-T 13 (3.8%) 11 (3.5%)
Ala-C 9 (2.7%) 19 (4.7%)
ALt-T 27 (8%) 34 (8.1%)
A total of 172 patients with osteoarthritis (OA) and 210 control individctals were înclctded
in the study. Number of haplotypes are shown with their frequencies in parentheses.
aControl individuals versus patients using the z2 test with 4 x 2 contingency table.
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D. DISCUSSION
La PGE, est un important médiateur de l’inflammation et son inhibition est le
but visé par plusieurs traitements antiarthritiqctes. La biosynthèse de la PGE2
implique plusieurs enzymes, notamment les COXs et les PGES. Ces deux enzymes
sont les plus décbtes dans la littérature à cause de leur implication dans de
nombreuses pathophysiologies. D’une part, il y les COXs qui sont des enzymes
impliquées dans la production de la PGE2 et leur découverte a permis act
développement de plusieurs traitements antiarthritiques, notamment les AINS. Par
contre, ces traitements qui ciblent les COXs (ou la COX-2 pour ceux de type coxibs)
possèdent malheureusement des effets secondaires indésirables dus à une
non-spécificité de leurs activités. D’autre part, il y u la mPGES-1. celle-ci est
l’enzyme terminale responsable dans la biosynthèse de la PGE2. Des expériences ont
démontré qu’elle est indcictible par des stimuli pro-inflammatoires et que son
expression est inhibée par des glucocorticoïdes anti-inflammatoires (Stichtenoth et cil.
2001). Les fonctions de la mPGES-1 sont couplées à la COX-2. De plus. une
surexpression de la mPGES-1 et de la COX-2 par des stimuli pro-inflammatoires est
associée à une hausse de production de la PGE2 (Jakobsson et ai, 1999; Murakami et
cil, 2000; Mancini et ai, 2001 Thorén et ctt, 2000; Soler et ctÏ, 2001 ; Stichtenoth et ctÏ.
2001).
Par ailleurs. plusieurs travaux ont démontré les propriétés thérapecitiques de
PPARy et de ses ligands dans l’athérosclérose, le cancer, l’obésité ainsi que dans
13$
l’inflammation (Beak et cd, 2004). Des études réalisées dans notre laboratoire ont
illustré les effets inhibitecirs de PPARy sur des réponses induites à l’IL-1f3 chez les
synoviocytes et chez les chondrocytes humains, notamment la production de la NO,
de la MMP-13 et de la COX-2 chez les chondrocytes, et celle de la MMP-1 chez les
synoviocytes (Fahrni et cd, 2001 Fahmi et ctl, 2002; Fahmi et ctÏ, 2002). Par contre,
les effets de l’activation de PPARy sur l’expression de la mPGES-1 dans les tissus
articulaires OA restent encore indéterminés.
Dans ce projet de mémoire, nous avons étctdié les mécanismes par lesqctels
l’activation de PPARy par la 15d-PGL, un ligand naturel, et la TRO, un ligand
synthétique de PPARy, peut réguler l’expression de la mPGES-l dans les
C synoviocytes humains. L’usage des synoviocytes dans cette étude est rationalisé par
leur éminente implication dans l’OA.
Dans cette étude, nocis avons tout d’abord confirmé que la 15d-PGJ2 et la
TRO inhibent la production induite de la PGE par l’IL-fl3 d’une manière dose
dépendante, contrairement au ligand de PPAROE, le Wy14643, qui n’affecte pas la
production de la PGE de manière significative. Les effets inhibiteurs des ligands de
PPARy ont été constatés scir l’expression de la protéine et de l’ARNm et au niveau de
l’activité dci promoteur de la mPGES-1, proposant ainsi qcie la 15d-PGJ2 et la TRO
inhibent la rnPGES-1 au niveau transcriptionnel. De plus, dans le but d’élucider les
mécanismes derrière cette régulation, nous avons prouvé que cette inhibition de la
o
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mPGES-1 induite par l’IL-1 est médié par PPARy. Plusieurs travaux effectués
antérieurement ont démontré que les effets inhibiteurs de la 15d-PGJ2 et de la TRO
pouvaient être médiés indépendamment de PPARy, et qcie cet effet variait
considérablement selon le type cellulaire (Fahmi et ai, 2002). Il est présumé que la
15d-PGJ2 emprunterait un mécanisme acttre que celui de PPARy étant donné que la
15d-PGJ2 possède une plus faible affinité pour PPARy comparativement au TRO. Il
est suggéré que la 15d-PGJ2 interagirait avec la voie de signalisation de NF-KB à
plcLsieclrs niveaux (Strauss et ctl, 2000; Rossi et cii, 2000). Elle induirait une
modification covalente dans le domaine d’activation d’IKB kinase beta ou encore se
lierait au domaine de fixation de l’ADN de la sous-unité p65 de NF-K3. Une
surexpression de PPARy dans des expériences de transfections transitoires illustre le
mécanisme PPARy-dépendant adopté par la 15d-PGJ2 et la TRO. L’effet renversé
presque total de la 15d-PGJ et de la TRO sctr l’expression induite de la mPGES-l par
un prétraitement avec l’antagoniste de PPAR’y. le GW9669, confirme que les effets
sont effectivement médiés via PPARy.
Il a été établi que le facteur de transcription Egr-1 est impliqcté de manière
substantielle dans la régulation de l’expression de la mPGES-1 en se liant acix boîtes
GC du promotecir de cette dernière (Naraba et cti, 2002; Scibbaramaiah et cii, 2004).
Afin de déterminer si Egr-1 est impliqué dans l’inhibition de la mPGES-1 indcute par
l’activation de PPARy, des expériences avec l’utilisation d’crn gène rapporteur
d’Egr-l ont été performées. Les résultats confirment que ce factecir de transcription
Q active le promoteur de la mPGES-1. De plus. l’activité dct promoteur de la mPGES-1
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G ainsi que celle d’une construction contenant trois fois le site de liaison d’Egr-l est
réduite lors d’une cotransfection de PPARy. Cette réduction par PPARy se manifeste
de manière encore plus prononcée lorsque son ligand est présent. Ceci indique que
PPARy inhibe l’expression de la mPGES-I en inhibant l’activité transcriptionnelle
d’Egr-l. Par des expériences de retardement sur gel, nos résultats illcistrent qcte la
15d-PGJ2 de même qcie la TRO diminuent l’activité de liaison d’Egr-l i son site
consenscis et ceci, d’une manière indépendante du promoteur. Cette diminution
démontre que la 15d-PGJ2 et la TRO inhibent l’induction de l’expression de la
mPGES-1 au niveau transcriptionnel en inhibant l’activité transcriptionnelle d’Egr-l
au promoteur de la mPGES-1.
Par conséquent, les mécanismes par lesquels les ligands inhibent lactivité
C d’Egr-l ne sont pas clairs. Une des hypothèses pouvant expliquer cette observation
serait que la 15d-PGJ2 et la TRO inhibent l’activation d’Egr-I en inhibant son
expression, puisque des études réalisées dans tin système mononucléé phagocytaire
ont démontré que la TRO interférait avec l’activation de d’Egr-I in vivo et in vitro en
inhibant son expression (Okada et cd, 2002). En revanche, d’après nos résultats, ce
mécanisme n’est pas possible puisque la 15d-PGJ2 et la TRO n’ont eu aucun effet sur
l’induction de l’expression protéique d’Egr-l dans les synoviocytes. Une deuxième
hypothèse sel-ait une compétition entre les ligands de PPARy et Egr-1 pour le site de
liaison au promoteur de la mPGES-1. Le groupe de recherche de Coi-vol a révélé que
PPARy peut se trouver en concurrence avec le factectr de transcription AP-1 pour le
site PPRE du promotetir de la MMP-1 dans les chondrocytes (François et aI, 2004).
G Néanmoins, cette possibilité de compétition entre PPAR et Egr-1 n’est pas possible
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dans notre cas puisque le promoteur de la mPGES-1 ne possède pas d’élément PPRE
dans la constrciction utilisée. Similairement, PPARy ne s’est pas lié aci site de liaison
d’Egr-l sur le promotecir de la mPGES-I dans nos expériences de retardement sur gel.
Par ailleurs, on sait que PPARy interagit avec certains facteurs de transcription tels
que NF-KB, AP-1, STAT et NF-AT par interaction protéine-protéine (Delerive et aï,
1999; Fahmi et ctl, 2002). Cette répression de la 15d-PGJ2 et de la TRO scir l’activité
d’Egr-l pourrait simplement être le résultat d’une interaction entre PPARy et Egr-1
inhibant ainsi son activité transcriptionnelle ou son activité de liaison à l’ADN.
Pïcisiecirs études proposent un autre mécanisme par lequel PPARy médie ces effets
inhibiteurs. Ce mécanisme nommé « squelching » est cine titration des coactivatecirs
essentiels à l’activation de la transcription des gènes tels qcie CBP/p300 et SRC-1 (Li
et ctï, 2000). En effet, il a été démontré que PPARy petit interagir avec CBP/p300
suite à l’activation par son ligand et former des complexes d’initiation de la
transcription (Qi et ai, 2003; Kodera et ctt, 2000). De même, Egr-I petit aussi
interagir avec CBP/p300 (Silverman et ctï, 199$; Barthel et ctl, 2003). La disponibilité
de CBP/p300 pour la transactivation des gènes est réduite et présente en quantité
limitée. Ce squelching de CBP/p300 semble être un mécanisme probable puisque nos
expériences démontrent qu’une surexpression du dominant négatif de PPAR’y en
absence de recrutement de coactivateurs surmonte les effets inhibiteurs de la
15d-PGJ, et de la TRO de l’activité du promoteur de la mPGES-1.
Dans d’autres contextes, Egr-1 est impliqué dans l’induction de plusiectrs
gènes pro-inflammatoires tels que l’IL-1j3, le TNF-Œ et l’IL-2 (Yan et cd, 2000; Yao
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C et ai, 1997; Decker et ai, 2003). Parallèlement, il est bien établi que PPARy possède
des propriétés anti-inflammatoires en régulant négativement la production de
médiateurs pro-inflammatoires tels que les cytokines et les MMPs (Yamasaki et cti,
2002; François et ai, 2004; Bordji et ai, 2000). D’aillectrs, PPARy inhibe l’expression
de gènes pro-inflammatoires et il est donc possible que PPARy exercerait ces effets
anti-inflammatoires en interférant avec Egr-I.
D’une autre manière, une des explications à l’inhibition de l’expression de la
mPGES-1 induite serait que les ligands de PPARy interagissent avec d’autres facteurs
de transcription associés au promoteur de la mPGES- 1. Aci reste, le promoteur de la
mPGES-1 possède d’autres sites de liaison pocir d’autres facteurs de transcription
qci’Egr-l, notamment AP-1 et Spi (Naraba et ctt, 2002; Ekstrorn et ai, 2003). Leurs
O rôles dans le promoteur de la mPGES-1 sont encore inconnus. Il est intéressant
d’observer que ces factecirs de transcription peuvent aussi interagir avec PPARy
(Subbaramaiah et ai, 2001; Hong et ai, 2004), mais que leurs régulations dans le
promoteur de la mPGES-1 dans les synoviocytes ne sont pas encore connues. Il n’est
pas exclu que ta 15d-PGJ2 et la TRO peuvent inhiber l’expression de ta mPGES-1
induite par l’IL-1f3 dans les synoviocytes en interférant avec ces facteurs de
transcription.
Comme PPARy inhibe l’expression de gènes pro-inflammatoires et possèdent
des propriétés anti-inflammatoires in vitro, il est pertinent d’observer ses effets in
vii’o. Par exemple, dans des modèles expéimentactx d’animaux d’OA et de RA,
l’utilisation des ligands de PPAR’y s’est avérée bénéfiqcie puisqu’elle atténuait les
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effets cliniques de l’inflammation et réduisait la production de cytokines pro-
inflammatoires telles qcte l’IL-1Ç3, et de la MMP-13 (Kawahito et aL 2000; Cuzzocrea
et ai, 2003; Kobayashi et cd. 2005). L’inhibition de la mPGES-1 potinait s’avérer
faire partie de plusiecirs mécanismes d’action par lesqctels les ligands de PPARy
exercent leurs propriétés anti-inflammatoires. De plus, les agonistes de PPARy, les
TZDs, sont couramment prescrits (seul le TRO a été retiré du marché dû û des effets
nocifs sur le système hépatiqcLe). L’efficacité de ces agonistes c[ans le traitement des
maladies arthritiques reste à être déterminée.
Toujours dans le but de trotiver de nocivelles interventions stratégiques. des
étctdes dans notre laboratoire, combinées à d’acttres études, ont démontré les
G propriétés anti-inflammatoires de PPARy dans les tissus articulaires OA. En outre,
PPARy est présent dans les cellules des tissus articulaires les synoviocytes (Fahmi et
cti, 2002; Yamasaki et cti, 2002), les chondrocytes (Boyault et ai, 2001; Fahmi et ai,
2002), et dans les ostéoblastes (Ogawa et aÏ, 1999). Dans la deuxième partie de ce
projet de recherche, nous avons étctdié la contribcition de deux polymorphismes
communs du gène de PPARy, la Pro’2Ala et la C1431T, dans la pathogénèse de l’OA
chez les Canadiens-Français. Effectivement, ces deux polymorphismes ont été décrits
comme étant associés à différentes physiopathologies, notamment le diabète de type 2,
la sensibilité à l’insuline (Deeb et cd, 199$; Mon et ai, 2001; Stcimvoll et ai, 2002),
l’infarctus de myocarde (Ridker et cd, 2003), la néphropathie de l’immunoglobuline A
(Song et ai, 2003) et l’athérosclérose (Temelkova-Kurktschiev et ai, 2004).
3
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O Cependant, dans la présente étude, nous n’avons pas troctvé d’indices qu’il existe une
association entre les SNPs de la Pro’2Ala oct de la C1431T avec l’occctrence et/ou à la
sévérité de l’OA.
Nous avons d’abord catégorisé les patients d’après lecirs profils. Lecirs
caractéristiques n’étant significativement pas différentes, nous avons pu comparer le
groupe de sujets sains et de scijets OA. Les fréquences alléliques obtenues par notte
analyse sont de 12,8 % pocti- la Ala’2 et 11,6 % pour la 11431, et 10,7 ¾ pour la A1a12
et 11,9 % pour la T1431 pour les sujets normaux et OA, respectivement. Ces
résultats se situent relativement dans la norme des fréquences retrouvées chez les
Caucases, qui sont de —12 ¾ et de 14-16,3 % pour la Alat2 et la T1431,
respectivement (Vigoureux et cii, 2000; Mon et ctÏ, 2001). Néanmoins, les fréquences
O polymorphiques et alléliques ne diffèrent pas de manière significative entre le groupe
de sujets contrôles et celui de sujets OA.
Les analyses de notre étude n’étant pas démonstratives positivement, plusieurs
justifications appuient nos résultats. Le nombre de sujets dans cette étude étant
relativement faible, il est très possible que cette étude ne soit pas assez représentative
de la population canadienne-française et qcie le niveact de détection pocir ctne
association entre les SNPs étctdiés et l’incidence oct la sévérité de l’OA ne soit pas
atteint. Ceci sciggérerait qcie ces SNPs ne jouent aucun rôle oct encore un rôle minectr
dans la susceptibilité oct la sévérité de t’OA. Par contre, plctsiectrs autres rncitations
ont été décrites pocir le gène de PPARy telles que la -681C>G. la -689C>T, la
Proll5Gln, la Val3l8Met, la Pro388Leci, la Arg425Cys et la Pro495Leu (Knoctft et
ctÏ, 2004, Meirhaeghe et cii, 2005). Il est donc possible qcte ces acitres
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Ç polymorphismes soient impliqués dans la susceptibilité oct la sévérité de l’OA.
Plusieurs études ont démontré une association entre le polymorphisme de la
Pro’2Ala de PPARy et l’obésité, la résistance à l’insuline et le diabète de type 2.
Entres autres, une étude récente suggère une interaction entre les habitctdes
alimentaires et la Pro’2Ala dci gène de PPARy (Luan et ai, 2001; Memisoglu et ai,
2003). Les facteurs environnementaux et les intel-actions gène-environnement et
gène-régime alimentaire du sctjet pecivent ainsi atténuer l’association entre les SNPs
et la susceptibilité à l’OA.
Par ailleurs. il est probable qcie ces polymorphismes soient associés à la
sévéité de l’OA plutôt qu’à sa susceptibilité. Cependant, notre étcide ne démontre
accune conelation polymorphique oci allélique, même suite à une analyse stratifiée
Ç d’après la sévérité radiographique et fonctionnelle de l’OA. Il u été démontré qu’il
n’existe pas souvent une corrélation entre la sévérité radiographique de l’OA et la
douleur ressentie (Hannan et ai, 2000). Les sujets OA, dans cette étude, sont des
patients OA chroniques. La durée moyenne de la maladie étant de 8,4 ans
approximativement, ils gèrent de manière active leurs symptômes. Conséquemment,
l’OA étant une maladie chronique, il est vraisemblable que la classification de ces
patients ne soit pas exacte puisque la sévérité de l’OA chez le patient n’a été mesurée
qu’à une seule fréquence.
Une limitation de la présente étude sont les sujets «contrôles » puisque
n’ayant pas leur profil radiographique, il se pourrait que ces sujets « contrôles
soient atteints d’OA de manière asymptomatique. Ceci pourrait donc avoir un effet
O biaisé sur notre analyse et la rendre ainsi moins précise.
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O L’association de la Pro’2Ala et de la C1431T avec l’IMC a été le sujet de
plusieurs travaux. Leurs effets sur l’IMC restent encore discutables. En effet,
l’hypothèse que l’Ala’2 réduise l’IMC chez les non-obèses (Yen et ai, 1997; Deeb et
ctt, 1998) est contestée par d’autres études, car aucun changement n’a été observé
tMeithaeghe et cii, 1998; Ek et aï, 1999: Clement et tl, 2000) ou encore, parce que
l’IMC n’était que légèrement plus élevé (Beamer et aL 1998; Valve et aÏ, 1999).
L’association de la C1431 et de l’EvIC est argumentée de façon similaire puisqLte
certains troLLvent une association avec un IMC plus élevé (Valve et ctl, 1999) ou ne
trouvent aucune association avec l’IMC (Meirhaeghe et ctl, 1998). Dans cette étude,
nous n’avons trouvé aucLtne correspondance entre les SNPs et l’IMC. Comme la
population de notre étude était âgée de 55 ans et plus, il est très possible que nous ne
puissions pas nous comparer acix autres études, car l’âge des patients variait
grandement.
I. Perspectives
Les mécanismes par lesquels les ligands de PPARy interfèrent avec l’activité
d’Egr-l dans le promoteur de la rnPGES-1 dans les synoviocytes, restent ambigcis.
Une situation possible serait que PPARy interagit physiquement avec Egr-1 et
l’empêcherait de se lier à son promoteur cible. Ce genre de mécanisme a déjà été
décrit avec d’autres facteurs de transcription tels que NF-AT et Spi. L’activation de
PPARy, suite à la liaison de son ligand, engendrerait alors une interaction de PPARy
O avec Egr-1 et diminuerait l’activité de celle-ci ainsi qcte sa transactivation. Des
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expériences de coimmunoprécipitation de PPARy et d’Egr-I permettront de
déterminer si l’activation de PPARy cause une augmentation d’interactions entre
Egr-i et PPARy. Des expériences complémentaires d’immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP) pourront con firmer les effets de la 15d-PGJ2 et de la TRO sur cette
interaction au promoteur de la mPGES-i.
La répression de PPARy dans la transcription des gènes u aussi été démontrée
antérieurement lorsqu’ une compétition avait lieci avec des coacti vateurs importants
requis pour l’activation transcriptionnelle (Li et ai, 2000). En fait, PPARy et Egr-1
sollicitent ces coactivateurs tels que CBP/p300 et SRC-1, qui sont présents en
quantité limitante. Cette hypothèse peut être vérifiée par des expériences de
coimmunoprécipitation de PPARy et des ces coactivateurs. Comme il a été décrit que
CBP et SRC-1 se lie directement au domaine de liaison ligand-dépendant de PPARy
(Li et ai, 2000), des expériences de transfection impliquant un mutant de PPARy
confirmeront ce mécanisme.
Des facteurs de transcription autres qu’Egr-l pecivent se lier au promoteur de
la mPGES-i, notamment AP-l et Spi. Des études de coimmunoprécipitation et/ou de
ChIP impliquant ces factecirs de transcbption élucideront si d’autres facteurs de
transcription jouent tin rôle primordial dans la régulation de l’expression indctite de la
mPGES-i dans les synoviocytes.
D’une part, il serait intéressant, à long terme. d’étudier le rôle des
o
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modifications épigénétiqcies dans l’expression différentielle de la mPGES-I. En effet,
nous avons remarqué que l’expression basale de la mPGES-1 dans les synoviocytes
vaiait considérablement d’un individu à l’autre contrairement à d’autres gènes. Ceci
suggère l’implication des modifications de la chromatine dans la régulation de
l’expression de la mPGES-1. L’état du promoteur de la rnPGES-I chez les différents
individus sera comparé et corrélé avec l’expression de la mPGES-I. Les
modifications post-traductionnelles sont des évènements éminents dans la régulation
de l’expression des gènes. L’acétylation des histones. la méthylation des histones
ainsi que la méthylation de l’ADN sont des modifications post-traductionnelles qui
sont des sujets de recherche importants, encore inexplorés, et il serait essentiel de
vérifier si cette avenue peut régler des données susceptibles de faire avancer les
connaissances entourant certains mécanismes pathologiqctes de cette mal adi e.
D’autre part. nos travaitx sur les polymorphismes dci gène de PPARy
possèdent picisieurs limitations. Premièrement, nous aurions besoin de plus de scijets
« contrôles » et arthrosiques poctr illustrer l’amplitctde de cette étctde dans une
popctlation canadienne-française. Deuxièmement, il serait plus précis d’avoir des
sujets contrôles dont le profil radiographique a été obtenu, assurant ainsi que ses
sujets ne sont pas OA asymptomatique. Dans un dernier temps, notre présente étude
ne s’est concentrée que sur decix SNPs. 11 serait possible que d’autres
polymorphismes dans le gène de PPARy soient impliqués de manière directe ou
indirecte dans la susceptibilié oct dans la sévébté de l’OA et il serait donc intéressant
O d’étudier l’implication des autres polymorphismes du gène de PPARy.
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O E. CONCLUSION
Cette étude vise à analyser la régulation de l’expression de la mPGES-1. une
enzyme impliquée dans l’OA et associée à des réactions inflammatoires dans les
synoviocytes OA humains. Étant donné que PPARy possède des propriétés
anti-intiammatoires, nous avons étudié les effets de l’activation de PPARy sur
l’expresssion de la mPGES-1 induite par l’IL-1f3. De plus, nous avons tenté de
démontrer l’implication de PPARy dans l’OA par des études sur deux
polymorphismes du gène de PPARy.
Dans un premier temps, nous avons confirmé que deux ligands, couramment
utilisés, la 15d-PGL et la TRO, ont un effet inhibiteur sur la production stimulée de la
PGE2. NoLts avons confirmé que ces ligands inhibent l’expression de la mPGES-1 et
que cette inhibition se fait au niveau transcrïptionnel. La 15d-PGJ2 peut exercer ses
effets inhibiteurs par des mécanismes dépendants ou indépendants de PPARy. Nos
travaux démontrent qcte la 15d-PGJ2 et la TRO inhibent l’expression de la mPGES-1
par des mécanismes dépendants de PPARy. Par ailleurs, nous avons confirmé que le
facteLir de transcription Egr-I jocle un rôle important dans la régulation de
l’expression de la mPGES-1 et qu’en fait, les ligands de PPARy inhibent l’expression
de la mPGES-1 en interférant avec l’activité de liaison d’Egr-l au promoteur de
celui-ci.
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O Dans un deuxième temps, par des analyses polymorphiques et alléliques, nous
avons montré qu’il n’existe pas d’association entre les SNPs de la Pro’2Ala. une
mutation dans le domaine de liaison de PPARy, et la C1431T. une mutation
silencieuse du gène de PPARy et la susceptibilité ou la sévérité de l’OA dans une
population canadienne-française
En conclusion, les résultats obtenus dans ce projet démontrent que les
inhibiteurs de l’expression et/ou de l’activité de la rnPGES-1, celle-ci étant ctne cible
plus spécifique pour la prodcLction de la PGE que la COX-2, pounaient constituer
une nouvelle classe de traitements thérapeutiques dans l’arthrite. En ocitre, les ligands
de PPARy powTaient être d’excellents candidats en tant qu’inhibiteurs de la
mPGES-1. Cette étude nocis a aussi permis d’éclaircir l’implication de PPARy dans
la susceptibilité de la pathophysiologie de l’OA. En revanche, l’implication du gène
de ta mPGES-I et, conséquemment, la contribution de ses mcttations dans la
physiopathologie de l’OA, pounaient nocis permettre de miecix comprendre
l’épidémiologie de cette maladie multifactorielle si complexe.
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